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Colesterol: Molécula que se encuentra en las grasas animales, bilis, cálculos, tejido 
nervioso, sangre y otros tejidos y tiene gran importancia en el metabolismo. Esta compuesta 
por átomos de carbono, hidrogeno y oxigeno dispuestos en cuatro anillos unidos entre si y 
una cadena lateral, [1]. 
 
Leche: Es el producto de la secreción mamaria normal de animales bovinos, bufalinos y 
caprinos lecheros sanos, obtenida mediante uno o más ordeños completos, sin ningún tipo 
de adición, destinada al consumo en forma de leche líquida o a elaboración posterior, [2]. 
 
Limite de detección: Cantidad más pequeña de analito en una muestra que puede ser 
detectada por una única medición, con un nivel de confianza determinado, pero no 
necesariamente cuantificada con un valor exacto. Es comúnmente expresado como 
concentración del analito, [3]. 
 
Limite de cuantificación: Cantidad más pequeña del analito en una muestra que puede ser 
cuantitativamente determinada con exactitud aceptable. Es un parámetro del análisis 
cuantitativo para niveles bajos de compuestos en matrices de muestra y se usa 
particularmente para impurezas y productos de degradación. Se expresa como 
concentración del analito, [3]. 
 
Exactitud: Expresa la cercanía entre el valor que es aceptado, sea como un valor 
convencional verdadero (Material de referencia interno de la firma), sea como un valor de 
referencia aceptado (Material de referencia certificado o estándar de una farmacopea) y el 
valor encontrado (Valor promedio) obtenido al aplicar el procedimiento de análisis un cierto 
número de veces, [3]. 
 
Precisión: Expresa la cercanía de coincidencia (Grado de dispersión) entre una serie de 
mediciones obtenidas de múltiples muestreos de una misma muestra homogénea bajo 
condiciones establecidas. Puede considerarse a tres niveles: repetibilidad, precisión 





Debe determinarse utilizando muestras originales y homogéneas. Sin embargo, si no es 
posible obtener una muestra homogénea puede ser determinada usando muestras 
preparadas o una disolución de la muestra. 
 
Verificación: Confirmación que se da por la recopilación y análisis de la evidencia objetiva 
de que se cumplen los requisitos particulares para el uso específico propuesto.  
 
Estandarización: Procedimiento estadístico que consiste en verificar y documentar, que 
exista un alto grado de seguridad en la obtención de resultados que deberían ser precisos y 
exactos dentro de las especificaciones y los atributos de calidad previamente establecidos , 
[3]. 
 
Cromatografía de Gases: Es una técnica de gran sensibilidad, exactitud, además, es una 
técnica analítica útil en la separación, identificación y cuantificación de compuestos. Se basa en 
la distribución del analito entre un fase móvil gaseosa y una fase liquida inmovilizada sobre la 
superficie. El concepto de cromatografía de gases fue enunciado por primera vez en 1955, [4]. 
 
FID: El detector de ionización de llama es el detector más extensamente utilizado, y por lo 
general uno de los más aplicables en cromatografía de gases. En este tipo de detectores se 
hace pasar el gas portador que sale de la columna mezclado con hidrogeno por un 
quemador el cual tiene una pequeña llama alimentada por el hidrogeno y un suministro 
adicional de aire que generalmente atraviesa un disco de metal poroso situado en la base 




















Las concentraciones elevadas de colesterol en la sangre son perjudiciales para la salud 
porque causan enfermedades cardiovasculares, por lo tanto hoy en día se ha vuelto 
indispensable para los productores y consumidores de alimentos, con contenido de grasas 
saturadas, conocer el contenido y/o concentración de colesterol, además de que es un 
requisito exigido por la resolución 0288 de 2008 expedida por el Ministerio de Protección 
Social (Rotulado y etiquetado), [5]; el objetivo principal del estudio fue estandarizar y 
verificar un método de cuantificación de colesterol en leche y sus derivados, en la Escuela 
de Química de la Universidad Tecnológica de Pereira, usando la  técnica de cromatografía 
de gases (CG) con detector FID. 
La cromatografía de gases,  es una técnica de gran sensibilidad, exactitud, además, es una 
técnica analítica útil en la separación, identificación y cuantificación de compuestos, [6]. 
Se estandarizó la técnica de cromatografía de gases empleando un estándar de colesterol 
(Colesterol al 95% GC, marca Sigma, C 8503-25 G, CAS 57-88-5), calculando los 
parámetros estadísticos necesarios, como lo son la precisión, linealidad, limite de detección 
y limite de cuantificación, sensibilidad y rango de linealidad; logrando valores aceptables de 
estas medidas, indicando que la técnica es confiable, repetible y reproducible, para el 
análisis de productos lácteos, cárnicos y huevo. 
 
Como muestras reales se utilizaron diferentes tipos de leches (cruda, entera, pasteurizada, 
semidescremada, y descremada), algunos derivados de la leche (mantequilla, kumis y 
queso) y otras muestras como salchicha, huevo y chicharrón, que aunque no estaban dentro 
de los alimentos planteados para el análisis fueron de interés para demostrar que el método 
era óptimo, para realizar el análisis en otros alimentos que contienen colesterol y son de 
gran consumo; las muestra utilizadas en el estudio se consiguieron en supermercados a 
excepción de la leche cruda y la mantequilla que eran provenientes de la finca la Siria 
ubicada en el corregimiento de Villa Rodas – Valle del Cauca. Las muestras fueron 
analizadas después de que la técnica fue estandarizada y verificada, posteriormente de que 





de colesterol es el huevo con 511mg por cada 100 g y la de menor fue la leche descremada 
con 6 mg por cada 100 g. 
 
La verificación del método fue ejecutada después de que este fue estandarizado. Mediante 
la verificación se logro establecer y confirmar que el método cumple con los parámetros y 
requisitos necesarios para realizar la determinación de colesterol en leche y derivados, así 




































Las concentraciones elevadas de colesterol en la sangre representan un factor de riesgo 
para la salud ya que junto con otros lípidos puede depositarse en las paredes internas de las 
arterias, bloqueándolas, y llegar a ocasionar problemas cardiovasculares como el infarto de 
miocardio. Es por esto que representa una gran preocupación para el ser humano.  
El colesterol es una molécula biológica extremadamente importante que tiene papeles en la 
estructura de la membrana celular así como también en ser un precursor para la síntesis de 
las hormonas esteroides y de ácidos biliares. Tanto el colesterol de la dieta como el que se 
sintetiza de nuevo se transportan en la circulación en partículas de lipoproteínas. Lo mismo 
es verdad para los ésteres del colesterol, la forma en la cual el colesterol se almacena en 
células. Además el colesterol permite sintetizar hormonas sexuales, ayuda a la adsorción del 
calcio en los huesos, poder digerir las grasas, resistir las infecciones y la fatiga nerviosa, 
reparar  células dañadas, entre otros beneficios. El colesterol es una sustancia 
indispensable para el buen funcionamiento del organismo humano, por lo que no se debe 
dejar de consumir en su totalidad. 
 
La síntesis y la utilización del colesterol se deben regular finamente para prevenir la sobre-
acumulación y el depósito anormal de colesterol en el organismo. Es de particular 
importancia clínica el depósito anormal de colesterol y de las lipoproteínas ricas en 
colesterol en las arterias coronarias. Este deposito que eventualmente lleva a la 
ateroesclerosis, es el factor principal para el desarrollo de las enfermedades de las arterias 
coronarias. El riesgo de desarrollar enfermedades cardíacas por concentraciones altas de 
colesterol es la situación que realza importancia a la determinación del colesterol en 
alimentos de origen animal, como la leche y sus derivados. La determinación del contenido 
de colesterol en alimentos ha sido tema de investigación extensa. Se han realizado varios 
estudios y en muchos de los casos los pasos son muy laboriosos, costosos, las muestras 
suelen ser muy grandes y los procedimientos complejos. Por esta razón se ha popularizado 
la detección y cuantificación de colesterol por cromatografía de gases, método rápido y 






La importancia del presente trabajo para las futuras investigaciones, es abrir las puertas a 
nuevos análisis que involucren otros alimentos relacionados con el colesterol, ya que el 
método se va a encontrar estandarizado y verificado; además es importante para la gente de 
la región, ya que tendrán una herramienta cercana para detectar grandes cantidades de 
colesterol en alimentos de consumo diario, que podrían encontrarse en el mercado y 
generar  grandes repercusiones en la salud de las personas. 
 
Este estudio es importante para la formación como profesionales, debido a que permite 
adquirir y desarrollar habilidades en el manejo del cromatógrafo de gases que a futuro serán 
de gran valor en el campo laboral, además, porque permite manejar una técnica que hoy en 
día no es empleada en el eje cafetero para la determinación de la concentración de 






















De acuerdo con las enfermedades generadas por el alto contenido de colesterol en los 
alimentos, se hace necesario contar con técnicas analíticas confiables para su 
determinación. Además la resolución 0288 de 2008 expedida por el Ministerio de Protección 
social, establece la necesidad de declarar el contenido y/o concentración de colesterol en el 
etiquetado nutricional de todos los alimentos. 
  
Dado que el Laboratorio de Análisis de Aguas y Alimentos de la Universidad Tecnológica de 
Pereira, no cuenta con un método para la determinación de colesterol se hace necesaria la 
estandarización y verificación de un método, que permita ampliar las posibilidades 
analíticas, además que genere datos confiables. 
 
¿Será posible realizar la estandarización y verificación de un método para determinar el 
contenido de colesterol en alimentos empleando la técnica de cromatografía de gases – FID 
en el Laboratorio de Análisis de Aguas y alimentos de la Universidad tecnológica de Pereira, 
y contara este con la logística (Equipos, materiales y reactivos, etc.) apropiada para dicho 
análisis? 
 
Lo anterior con el fin de prestar un servicio en la Universidad Tecnológica de Pereira para a 






















Estandarizar y verificar una técnica  por cromatografía de gases y detector FID, para 




 Proponer y verificar un método de extracción de colesterol a partir de leche y algunos de 
sus derivados. 
 
 Determinar los parámetros característicos del método como lo son la precisión en 
términos de exactitud, limite de detección, limite de cuantificación, linealidad, sensibilidad 
y porcentaje de recuperación. 
 
 Confrontar los valores obtenidos en la determinación de la concentración de colesterol 

























La historia del colesterol es una de las más interesantes en el campo científico del siglo XX. 
A principios del siglo pasado, el colesterol ya había sido aislado, pero poco se sabía todavía 
de su estructura. Durante los siguientes 100 años, se describieron su estructura, su ruta 
biosintética y los mecanismos que regulan su metabolismo, [1].   
 
 
Figura 1. Molécula del colesterol 
(Fuente: Elaborada por las autoras) 
 
Poulletier de la Salle descubrió el colesterol en los cálculos biliares en 1769, aunque fue el 
químico francés M.E. Chevreul quien lo llamó colesterina (del griego khole, bilis, y stereos , 
sólido). La fórmula empírica C27H46O no llegó hasta el año 1888, cuando F. Reinitzer la 
descifró. Al descubrirse la presencia de un grupo hidroxilo pasó a llamarse colesterol, [8]. 
 
Los trabajos sobre el colesterol continuaron y, debido a los estudios sobre su estructura, 
Heinrich Wieland fue galardonado con el Premio Nobel en Química en 1927. Sin embargo, la 
estructura presentada en 1928 no era del todo correcta y fue en 1932 cuando Wieland y 
Dane dieron con la verdadera. Tras este importante paso, los trabajos sobre la biosíntesis 
podían empezar. La posibilidad de estudiar rutas biosintéticas fue posible gracias al uso de 
isótopos pesados como el deuterio e isótopos radiactivos como el 14C y el tritio. En la 





de las rutas metabólicas del colesterol. En 1937, Rittenberg y Schoenheimer postularon que 
el colesterol provenía de pequeñas moléculas precursoras más que de la modificación de 
moléculas complejas. Tras otros descubrimientos del equipo de Shoenheimer, Bloch y 
Rittenberg concluyeron que el acetato marcado con deuterio se incorporaba tanto a la 
estructura anular como a la cadena lateral del colesterol. Por consiguiente, Little y Bloch 
fueron capaces de deducir que los 27 carbonos del colesterol son originarios del acetato; 15 
del grupo metilo y 12 del grupo carboxilo. Diversos grupos de investigación establecieron el 
origen biosintético de los 27 carbonos del colesterol. Otros estudios apuntaban a los 
derivados del isopreno, y Langdon y Bloch dedujeron que el escualeno (derivado del 
isopreno de 30 carbonos) era el precursor del colesterol. El esquema de ciclación de 
escualeno a lanosterol fue sugerido por Woodward y Bloch en 1953, pero no fue hasta 1956 
cuando Folkers et al. propusieron al isopentenilpirofosfato como precursor inicial. En 1964 
Konrad Bloch fue galardonado con el Premio Nobel en Fisiología y Medicina por su trabajo 
sobre la biosíntesis del colesterol. En cuanto a la regulación del metabolismo del colesterol, 
los trabajos de Brown y Goldstein fueron decisivos para su comprensión. Estos 
investigadores trabajaron en la hipercolesterolemia familiar y descubrieron el receptor de 
lipoproteínas de baja densidad (LDL, low density lipoprotein), de modo que dedujeron que la 
regulación por feedback de la biosíntesis del colesterol, estaba unida al aclaramiento del 
colesterol plasmático. 
 
Una vez descubierto el receptor para las LDL, Brown y Goldstein propusieron el mecanismo 
mediante el cual el colesterol suprime su propia expresión y la de genes que codifican la 
hidroxi-metil-glutaril-CoA reductasa (HMG-CoAR). Así, su trabajo fue el responsable del 
descubrimiento del sterol regulatory element binding protein (SREBP), que se une a estos 
elementos y promueve la expresión de estos y otros genes relativos al metabolismo del 
colesterol y de los ácidos grasos. Brown y Goldstein fueron condecorados con el Premio 
Nobel de Medicina en 1985. Los trabajos sobre el metabolismo del colesterol siguen siendo 
frecuentes y, debido a su complejidad, todavía quedan aspectos por descubrir, [9].  
 
El colesterol es un compuesto químico, un alcohol que pertenece al grupo de los esteroles, 
con un peso molecular de 386,66 g/mol. Esta molécula se compone de tres regiones: cola 






El hidroxilo es una estructura de dos átomos pequeños que le confiere al colesterol calidad 
de alcohol. La región de 4 anillos es la firma de todas las hormonas esteroides (Como la 
testosterona y el estrógeno). La combinación de la estructura del anillo de esteroides y el 
hidroxilo (Alcohol) hace que el colesterol se clasifique en el grupo de los esteroles.  La última 
región es la cola de los hidrocarburos. Al igual que la región del anillo de esteroides, esta 
región está compuesta por átomos de carbono e hidrógeno. Tanto la región del anillo y la 
región de la cola son no polares, lo que significa que se disuelven en grasas, pero no se 
mezclan con agua.  
 
Debido a que es una molécula hidrófoba se disuelve en disolventes orgánicos como el 
alcohol, el éter, la acetona y el cloroformo. Esto significa que no se pueden disolver en agua 
ni, por lo tanto, en soluciones acuosas como la sangre. La solubilidad del colesterol libre en 
agua es de 10-8 M. Presenta un punto de ebullición elevado de 360 ºC (680 F), un punto de 
fusión de 148 ºC y una densidad de 1,067 g/mL. 
 
El colesterol es una molécula biológica extremadamente importante que tiene papeles 
importantes en la estructura de la membrana celular, así como también en ser un precursor 
para la síntesis de las hormonas esteroides y de ácidos biliares. Tanto el colesterol de la 
dieta como el que se sintetiza de nuevo se transportan en la circulación en partículas de 
lipoproteínas. Lo mismo es verdad para los ésteres del colesterol, la forma en la cual el 
colesterol se almacena en células. 
 
La síntesis y la utilización del colesterol se deben regular finamente para prevenir la sobre-
acumulación y el depósito anormal de colesterol en el organismo. Es de particular 
importancia clínica el depósito anormal de colesterol y de las lipoproteínas ricas colesterol 
en las arterias coronarias. Este depósito que eventualmente lleva a la ateroesclerosis, es el 
factor principal para el desarrollo de las enfermedades de las arterias coronarias, [7].  
 
5.1.1 Biosíntesis del colesterol 
 
Cada día, aproximadamente el 10% de la biosíntesis del colesterol se hace en el hígado, y 
aproximadamente 15%, en el intestino. La síntesis del colesterol se hace en el citoplasma y 






La Acetil-CoA que se utiliza para la biosíntesis del colesterol se deriva de una reacción de 
oxidación (los ácidos grasos o piruvato) en las mitocondrias y es transportada al citoplasma. 
La Acetil-CoA se puede también derivar de la oxidación citoplásmica del etanol catalizada 
por la Acetil-CoA sintetasa. Todas las reacciones de la reducción de la biosíntesis del 
colesterol utilizan NADPH como cofactor. Los intermediarios isoprenoides de la biosíntesis 
del colesterol pueden ser dirigidos a otras reacciones de síntesis, tal como para el dolicol 
(usado en la síntesis de glicoproteínas N-ligadas), coenzima Q (de la fosforilación oxidativa) 
o la cadena lateral del heme-a. Además, estos intermedios se utilizan en la modificación con 
lípidos de algunas proteínas, [7]. 
 
 
Figura 2. Vía de transporte de las unidades del Acetil-CoA desde la mitocondria al 
citoplasma para la biosíntesis de lípidos y del colesterol  
 
El proceso tiene cinco pasos importantes: 
1. Las acetil-CoA se convierten en 3 hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA)  





3. El mevalonato se convierte en la molécula basada isopreno, el isopentenil pirofosfato 
(IPP), con la pérdida concomitante de CO2 
4. El IPP se convierte en escualeno 
5. El escualeno se convierte en colesterol, [7]   
 
5.1.2 Tipos de colesterol 
 
Hay dos tipos de colesterol: el llamado colesterol "malo" conocido como LDL o lipoproteína 
de baja densidad (Low-density lipoprotein) y el colesterol "bueno" conocido como HDL o 
lipoproteína de alta densidad (High-density lipoprotein). Las lipoproteínas son las 
encargadas del transporte del colesterol a través de la corriente sanguínea. Es bueno que la 
cantidad de HDL sea alta porque nos está indicando que el colesterol que arrastran va a ser 
eliminado del cuerpo (Facilita el flujo sanguíneo ya que lubrica las paredes de los vasos), 
pero un número alto de lipoproteínas de baja densidad es síntoma de que el colesterol va a 
circular por la sangre y finalmente se va a depositar en las arterias, bloqueándolas y 
endureciéndolas. Se considera que unos niveles de colesterol inferiores a 200 miligramos 
por decilitro de sangre son los que debería tener el cuerpo para evitar el riesgo de 
enfermedades cardiovasculares. Por encima de 200 la persona se encuentra en riesgo. El 
riesgo, además de los niveles altos de colesterol, depende también de los niveles concretos 
de HDL y LDL (Niveles por encima de 60 mg de HDL protegen contra las enfermedades 
vasculares aunque los niveles de LDL sean altos. Niveles debajo de 40 pueden considerarse 
peligrosos). Se dice que el 75% al 80% de colesterol se transporta en el LDL, el otro 15% o 
20% restante se transporta en el HDL. Conviene tener un LDL lo más bajo posible y un HDL 
alto. 
 
5.2 DEFINICIÓN DE LOS ALIMENTOS EN ESTUDIO 
 
Según lo establecido en las normas sanitarias de alimentos en especial, el Decreto 3075 de 
1997, dentro de los alimentos considerados de mayor riesgo en salud pública, se encuentran 
la leche y sus derivados lácteos y por lo tanto, éstos deben cumplir con los requisitos que se 











Es el producto de la secreción mamaria normal de animales bovinos, bufalinos y caprinos 
lecheros sanos, obtenida mediante uno o más ordeños completos, sin ningún tipo de 
adición, destinada al consumo en forma de leche líquida o a elaboración posterior, [2].  
De acuerdo al Decreto 616 de 2006 expedido por el Ministerio de Protección Social, hay 
gran cantidad de leches que se encuentran en el mercado las cuales se diferencian por su 
contenido graso o por su proceso de fabricación, a continuación se describen algunas de 
ellas: 
 
Leche Cruda: Leche que no ha sido sometida a ningún proceso térmico, ni higienización. 
 
Leche Deslactosada: Producto en donde la lactosa ha sido desdoblada por un proceso 
tecnológico en glucosa y galactosa, como máximo, en un 85%. 
 
Leche en Polvo: Es el producto que se obtiene por la eliminación del agua de constitución 
de la leche higienizada. 
 
Leche Esterilizada: Es el producto obtenido al someter la leche cruda, envasada 
herméticamente a una adecuada relación de temperatura y tiempo 115 °C a 125 °C por 20 a 





recipiente con barreras a la luz, al oxígeno y la humedad, de tal forma que garantice la 
esterilidad comercial sin alterar de ninguna manera ni su valor nutritivo ni sus características 
fisicoquímicas y organolépticas. Se puede comercializar a temperatura ambiente. 
 
Leche Higienizada: Es el producto obtenido al someter la leche cruda a un proceso de 
pasteurización, ultra-alta-temperatura UAT (UHT), ultrapasteurización, esterilización para 
reducir la cantidad de microorganismos, u otros tratamientos que garanticen productos 
inocuos microbiológicamente. 
 
Leche Pasteurizada: Es el producto obtenido al someter la leche cruda, termizada o 
recombinada a una adecuada relación de temperatura y tiempo para destruir su flora 
patógena y la casi totalidad de flora banal, sin alterar de manera esencial ni su valor nutritivo 
ni sus características fisicoquímicas y organolépticas. Las condiciones mínimas de 
pasteurización son aquellas que tiene efectos bactericidas equivalentes al calentamiento de 
cada partícula a 72 °C – 76 °C por 15 segundos (Pasteurización de flujo continuo) o 61 °C a 
63 °C por 30 minutos (Pasteurización discontinua) seguido de enfriamiento inmediato hasta 
temperatura de refrigeración. 
 
Leche Ultrapasteurizada: Es el producto obtenido mediante proceso térmico en flujo 
continuo, aplicado a la leche cruda en una combinación de temperatura entre 135 °C a 150 
°C durante un tiempo de 2 a 4 segundos, seguido inmediatamente de enfriamiento hasta la 
temperatura de refrigeración y envasado en condiciones de alta higiene, en recipientes 
previamente higienizados y cerrados herméticamente, de tal manera que se asegure la 
inocuidad microbiológica del producto sin alterar de manera esencial ni su valor nutritivo, ni 
sus características fisicoquímicas y organolépticas, la cual deberá ser comercializada bajo 
condiciones de refrigeración. 
 
Leche Ultra-Alta-Temperatura UAT (UHT) Leche Larga Vida: Es el producto obtenido 
mediante proceso térmico en flujo continuo, aplicado a la leche cruda a una temperatura 
entre 135 °C a 150 °C y tiempos entre 2 y 4 segundos, de tal forma que se compruebe la 
destrucción eficaz de las esporas bacterianas resistentes al calor, seguido inmediatamente 
de enfriamiento a temperatura ambiente y envasado aséptico en recipientes estériles con 
barreras a la luz y al oxígeno, cerrados herméticamente, para su posterior almacenamiento, 





valor nutritivo ni sus características fisicoquímicas y organolépticas, la cual puede ser 
comercializada a temperatura ambiente, [2].  
 
Las leches de mayor consumo en el mercado son la entera, semidescremada y 
descremada, y son en las que se realizó el estudio del contenido de colesterol por 
cromatografía de gases (GC), por lo tanto se definieron en los siguientes párrafos. 
 
Leche Entera: Es el producto no alterado, no adulterado, del ordeño higiénico, regular, 
completo e ininterrumpido de vacas sanas, que no contenga calostro y que esté exento de 
color, olor, sabor y consistencia anormales. Rica en contenido graso.  
Leche Semidescremada: Es aquella cuyo contenido de grasa es mayor de 0,5% y menor 
que 3%. 
Leche Descremada: Es aquella cuyo contenido de grasa es de 0,5% o menos, [2].  
 
A continuación se encuentra la tabla 1, en la cual se nombran las características físicas – 
químicas de la leche. 
Tabla 1. Características Físicas – Químicas de la Leche, [2] 




Grasa % m/v mínimo 3 1,5 – 2,0 0,1 – 0,5 
Extracto seco total % 
m/m mínimo 
11,20 – 11,30 9,70 – 9,75 8,65 – 8,70 
Extracto seco 
desengrasado % m/m 
mínimo 
8,20 – 8,30 8,20 – 8,25 8,55 – 8,70 
Densidad 15/15°C  
g/ml 
1,0300 - 10330 1,0310 – 1,0335 1,0330 – 1,0360 
Acidez expresado como 
ácido láctico %m/v 
0,13 – 0,17 0,13 – 0,17 0,13 – 0,17 
Ensayo de fosfatasa 
Negativo 
Ensayo de peroxidasa 
Colesterol mg/100g 16,5 8,0 3,0 
 
5.2.2 Derivados Lácteos 
 
Son productos obtenidos de la leche, mediante tratamientos tecnológicos adecuados que 






Los derivados lácteos de mayor uso en el comercio, son el yogurt, la mantequilla, la cuajada, 
el queso, el helado, y manjar (Ver figura 3). 
 
En la tabla 2 se encuentran reportada la composición en colesterol de los alimentos 
empleados en el análisis. 
 






COLESTEROL  POR 
CADA 
100 g  
Leche entera San Fernando 16,5 
Leche entera Colanta 16,5 
Leche entera Alquería 16,5 




Leche Descremada Alpina 3,00 
Kumis Colanta 12,0 
Queso doble crema 98,0 
Salchicha Zenú 72,0 
Mantequilla 50 
Chicharrón crudo 86,0 
Chicharrón frito 68 – 73 
Huevo  500,0 
Leche cruda 40,0 
 
Yogurt: Elaborado con leche que una vez adicionado un fermento láctico se coagula. El 
yogurt puede ser de varios tipos de leches. Los beneficios que nos da el yogurt son muchos. 
Es digerible y nutritivo para el organismo. Ayuda a absorber minerales de otros alimentos y a 
un buen funcionamiento del intestino. Fortifica la flora intestinal. Estimula el sistema 
inmunológico, previene algunos tipos de cáncer, controla efectos secundarios de los 
antibióticos. 
Mantequilla: Sustancia grasa obtenida por centrifugación de leche o nata higienizada, con 





contenido vitamínico es bajo. Se digiere con facilidad debido a que su punto de fusión es 
bajo. 
Queso: Producto fresco o madurado, que suele ser sólido o semisólido, obtenido por la 
separación del suero después de coagular la leche natural. El queso tiene muchas 
funciones.  
Kumis: El kumis (También llamado koumiss, kumys o kymys) es un producto lácteo, con un 
contenido alcohólico del 3%. Tradicionalmente se elabora con leche de vaca. En su 
elaboración participan diversos microorganismos, siendo los principales bacterias lácteas 
como Lactobacillus delbrueckii sbsp. bulgaricus y Lactobacillus acidophilus, así como 
levaduras tales como Kluyveromyces lactis sbsp. lactis, Candida utilis, Candida kéfir y 
Saccharomyces cerevisiae. 
 
5.3 ESTANDARIZACIÓN  
 
Estandarizar un método de análisis consiste en verificar y documentar, que este conduzca 
con un alto grado de seguridad, a la obtención de resultados precisos y exactos dentro de 
las especificaciones y los atributos de calidad previamente establecidos, [3]. 
 
La estandarización de un método analítico es un proceso riguroso que dependiendo de la 
técnica analítica a la que pertenezca el método, la matriz, el analito, la cantidad de 
parámetros de la estandarización, y de la logística empleada para su desarrollo, puede 
requerir de un tiempo más o menos considerable (en algunos casos puede superar los seis 
meses), [10]. 
 
El análisis se considera hoy en día un proceso mediante el cual obtenemos información. La 
estandarización de las metodologías analíticas, junto con otras actividades englobadas en la 
gran área del aseguramiento de la calidad permite conseguir calidad, otorgando la confianza 
necesaria a la vez que confieren un grado elevado de confrontamiento entre los resultados 
de los análisis químicos. 
Desde la vertiente económica, los costos asociados al proceso analítico suelen ser elevados 
y surgen costos adicionales ligados a las decisiones que se toman sobre la base de los 
resultados obtenidos. No se puede dar el lujo, por ejemplo, de que se devuelvan un lote de 
producto expedido en función de unos resultados analíticos que erróneamente expresaban 





Una correcta estandarización del método debería haber detectado la presencia de error en 
los resultados emitidos. 
 
Los requisitos analíticos para un uso determinado establecen los parámetros o criterios de 
calidad del método a utilizar para resolver el problema. Estos criterios de calidad, llamados 
“performance characteristics” o “figures of merit” en ingles, pueden ser de tipo 
estadístico. En estos figuran los parámetros fundamentales de exactitud (Relacionados con 
la trazabilidad) y precisión (Relacionados con la incertidumbre) y los secundarios de 
selectividad, sensibilidad, limites de detección y cuantificación. 
 
Siguiendo un método previamente estandarizado se pueden alcanzar buenos resultados 
pero hace falta demostrar que funcionan en nuestro ámbito de trabajo.  
Por tanto, un método siempre debe estandarizarse cuando es necesario verificar que sus 
parámetros de calidad se adecuan al problema analítico particular que se debe resolver en 
el laboratorio, [11]. 
 
De acuerdo al método de ensayo que se esté estandarizando; volumétrico, gravimétrico, 
instrumental, se debe establecer una metodología específica para encontrar los parámetros 
que se quieran. 
5.3.1 Linealidad y Rango 
 
La linealidad es la capacidad del método de proporcionar resultados que son directamente 
proporcionales a la concentración del analito en la muestra dentro del rango establecido.  
Siempre que sea posible se buscará respuesta del tipo lineal que facilitará su trazado, 
interpolación e interpretación. Por ejemplo en algunos procedimientos como en los ensayos 
la respuesta del método no suelen ser lineal pero si proporcional a la concentración. En 
estos casos son validos otros ajustes matemáticos. 
 
El rango se define como el intervalo entre la concentración superior e inferior de analito para 
el cual se ha demostrado la correcta precisión, exactitud y linealidad del método descrito, [3]. 
 







 Dentro del rango establecido se recomienda estudiar al menos 4 niveles de 
concentración. Estadísticamente lo correcto sería analizar las muestras de forma 
aleatoria, no obstante, se establece como criterio práctico analizarlas en sentido 
creciente de concentración para minimizar posibles errores en la memoria en del equipo.  
 
 Para realizar los análisis se recomienda hacer pesadas independientes, ya que así se 
elimina el posible error sistemático que se podría arrastrar partiendo de una sola pesada 
y realizando diluciones. No obstante, para evaluar la linealidad en las impurezas se 
suelen utilizar sucesivas diluciones ya que normalmente se trabaja en niveles de 
concentración muy bajos y esto dificultaría las pesadas, [3]. 
 
Con los resultados del estudio de la linealidad se prepara una tabla relacionando las 
concentraciones x y la respuesta y. La relación entre ambas variables se expresa 
matemáticamente como una recta de regresión del tipo y = bx + a obtenida por un método 
de ajuste. 
 
Si la recta no pasa cerca del origen de coordenadas significa que el método a evaluar está 
afectado por un error sistemático por defecto o por exceso en el intervalo estudiado. Si 
existen diferencias apreciables entre los valores experimentales y los puntos de la recta 
significa que la linealidad no es buena. 
 
En la recta de regresión y = bx + a, x es la concentración, y la respuesta, b el valor de la 
pendiente y, a el termino independiente. 
 
La pendiente b se encuentra relacionada con la sensibilidad del método de forma que a 
mayor pendiente mayor sensibilidad (Respuesta del método frente a los cambios de la 
concentración del analito). El termino independiente a, u ordenada en el origen, es la 
intersección de la recta con el eje de las ordenadas y es indicativo del error sistemático, no 
difiriendo estadísticamente de cero en caso de no existir sesgo. 
 
El coeficiente de correlación R indica el grado de relación entre la variable x 
(Concentración), y la variable y (Respuesta). Su valor máximo es 1, si r es cercano a la 
unidad significa que existe correlación con una probabilidad elevada. Un valor nulo indica 





El valor recomendable para el coeficiente de correlación es ≥ 0.999, aunque en el caso de 
impurezas se admite ≥ 0.990, [3]. 
 
5.3.2 Precisión   
 
La precisión describe la reproducibilidad de los resultados; es decir, la concordancia entre 
los valores numéricos de dos o más medidas replicadas o medidas que se han realizado 
exactamente de la misma forma. En general, la precisión de un método analítico se obtiene 
fácilmente mediante la simple repetición de la medida. 
 
Habitualmente se utilizan tres términos para describir la precisión de un conjunto de datos 
de replicados que incluyen la desviación estándar, la varianza y el coeficiente de variación, 
[4]. El objetivo del estudio de la precisión es conocer la variabilidad o el más - menos del 
método de ensayo. Esta variabilidad es debida a errores aleatorios inherentes a todo 
método de ensayo. 
 
El objetivo del estudio de la reproducibilidad es verificar que el método de análisis 
proporciona los mismos resultados en diferentes laboratorios, [3].  
Los resultados de la repetibilidad instrumental dependen del instrumento, por ejemplo no se 
puede obtener el mismo coeficiente de variación con un equipo con inyección automática 
que con inyección manual. 





La exactitud describe si el resultado experimental es el correcto. Estrictamente hablando, el 
único tipo de medida que puede ser completamente exacto es aquel que consiste en el 
recuento de objetos. Todos los demás tipos de medidas contienen errores y aportan solo 
una aproximación del valor verdadero. 
 
La exactitud es un término relativo, en el sentido de que un método es exacto o inexacto 
dependiendo en gran medida de las necesidades del científico y de las dificultades del 





se encuentra comprendidos entre +/- 10 por 100, o por parte por billón, de la cantidad 
correcta de mercurio presente en una muestra de tejido de pescado que contiene 10 parte 
por billón del metal se consideraría de una exactitud razonable. Por el contrario, un 
procedimiento en el que se obtienen resultados comprendidos entre +/- 10 por 100 de la 
cantidad correcta de mercurio presente en un mineral que contiene el 20 por 100 del metal, 
normalmente se juzgaría como inaceptable por inexacto. 
 
La exactitud se expresa en términos de errores absolutos y relativos. El error absoluto Ea de 
la media (O promedio) x del análisis de un pequeño conjunto de replicados se expresa 
mediante la relación ta xxE , donde xt es el valor aceptado (Como verdadero) de la 







Como se ve, es habitual expresar el error relativo como un porcentaje (%); en otros casos, el 
cociente se multiplica por 1000 para dar el error en tanto por mil (%), [4]. 
 
5.3.4 Limite de Detección (LD) 
 
El concepto de límite de detección ha sido y sigue siendo uno de los más conflictivos en el 
área de la Química Analítica. Las múltiples definiciones propuestas a lo largo de los años, 
así como la diversidad de metodologías para su cálculo han provocado sin duda esta 
situación. Recientemente, organizaciones internacionales, como la ISO o la IUPAC, han 
tratado de consensuar sus definiciones y dar una serie de guías para la estimación de este 
parámetro de calidad tan importante en análisis químico.  
 
El límite de detección (LD) se define habitualmente como la cantidad o concentración 
mínima de sustancia que puede ser detectada con fiabilidad por un método analítico 
determinado. Intuitivamente, el LD sería la concentración mínima obtenida a partir de la 
medida de una muestra (que contiene el analito) que seríamos capaces de discriminar de la 
concentración obtenida a partir de la medida de un blanco, es decir, de una muestra sin 
analito presente. El primer problema aparece en la palabra fiabilidad, puesto que ésta 






El límite de detección es un término solo cualitativo. No debe confundirse este término con 
otro al que normalmente se asocia, la sensibilidad, ya que esta es la capacidad de un 
método de análisis para discriminar pequeñas diferencias en concentración o masa del 
analito, [3]. 
 
5.3.5 Limite de cuantificación  
 
Se entiende por límite de cuantificación de un método, a la mínima cantidad de analito 
presente en la muestra que se puede cuantificar, bajo las condiciones experimentales 
descritas, con una adecuada precisión y exactitud.  
El limite de cuantificación es un término cuantitativo, encontrándose entre este y el límite de 
detección un rango de concentraciones en el que si bien no puede cuantificarse el analito en 
cuestión con razonable certeza, si puede detectarse su presencia sin incurrir en falsos 
positivos, [3]. 
Hay muy diversos métodos de análisis y equipos instrumentales, dependiendo de cada uno 
se elegirá el método para hallar tanto el límite de detección como el de cuantificación, en los 
siguientes párrafos se mencionaran algunos métodos para hallarlos. 
 
5.3.5.1 Método Basado en la relación Señal/Ruido 
 
Este es uno de los más conocidos y empleados, requiere que el procedimiento de análisis 
sea instrumental y que proporcione una señal blanco, un ruido de fondo o una línea de base, 
es decir una señal residual a concentración de cero analito (cromatografía de gases o 
liquida, espectrofotometría UV-visible). 
Este procedimiento presenta la desventaja de que en numerosas ocasiones al llevar a cabo 
la comprobación experimental del LC calculado, se observa que es posible obtener 











5.3.5.2 Método Basado en la Desviación Estándar de la Respuesta del Blanco y la 
Pendiente de la Recta de Calibrado 
 
De acuerdo con la IUPAC, puede calcularse el LD y LC de un método analítico a partir del 
conocimiento de la desviación estándar atribuible a la respuesta de una muestra y la 
pendiente de la recta de calibrado del analito.  
La expresión a aplicar para este cálculo varía en función de si el método instrumental 
empleado corrige la señal frente a un blanco (Métodos espectrofotométricos) o no (Métodos 
cromatográficos), [3]. 
 
5.3.5.3 Método Basado en la Extrapolación de la Recta de Calibrado a Concentración 
Cero 
 
Se trata de un procedimiento aplicable también a métodos analíticos instrumentales que 
proporcionan resultados numéricos y dirigido a evitar el cálculo, en ocasiones costoso en 
tiempo, de la señal media del blanco y su desviación estándar. Utilizando como en el 
anterior la pendiente de la recta de calibrado, pero en este caso sustituye el valor real de un 




Corresponde a la constante de proporcionalidad entre la señal y la concentración.  
En contraste con el límite de detección, la sensibilidad de un método está definida como la 
habilidad para distinguir entre diferentes concentraciones. 
Contrariamente a las funciones lineales, la sensibilidad de métodos cuando su respuesta es 




La verificación es la confirmación mediante el suministro de evidencia objetiva de que se 
han cumplido los requisitos particulares para una utilización o aplicación específica 
propuesta. 
Los métodos deben confirmarse antes de introducirlos como métodos de rutina, y cuando un 





instrumentos. Además, cuando: cambia alguna de sus condiciones, por ejemplo: cambio la 
técnica de extracción, se desarrolla un nuevo método para un problema particular, se revisa 
un método establecido para incorporar mejoras o ampliarlo hacia un nuevo problema, por 
ejemplo, cambio de matriz y cuando se debe demostrar la equivalencia entre dos métodos, 
[12].  
 
5.4.1 Objetivos de la Verificación 
 
 Evaluar las características de desempeño del método. 
 Demostrar que el método desarrollado es útil para la aplicación propuesta.  
 
5.4.2 Parámetros Recomendados para la Verificación 
 
Los parámetros recomendados para la verificación de métodos son: recuperación, 
sensibilidad, selectividad, robustez, límite de detección, límite de cuantificación, intervalo 
lineal y de trabajo, reproducibilidad y repetibilidad, sesgo (evaluado a partir de la 
recuperación) e incertidumbre. 
 
Tanto en técnicas cromatográficas como espectrofotométricas, cuando se desea realizar 
una verificación se debe cumplir a cabalidad con los parámetros mencionados en el párrafo 




Proporción de la cantidad de analito, presente en la porción de la muestra ó adicionado a 
ésta, que es cuantificada por el método de ensayo, [12].  
 
Normalmente se utiliza para evaluar la recuperación en porcentaje (% de recuperación) del 
analito presente o agregado a una muestra de control de calidad, evalúa la eficiencia de 
extracción, proceso de preparación o interferencias que pueden existir al aplicar el método 
de ensayo. 
 












CF: Concentración del analito medida en la muestra fortificada 
CU: Concentración de analito medida en la muestra sin fortificar 
CA: Concentración de analito adicionada, [12].  
 
5.4.2.2 Sensibilidad  
 
Se entiende por sensibilidad el cambio en la respuesta de un instrumento dividido por el 
correspondiente cambio del estímulo (Señal de entrada), [12].  
 
La sensibilidad puede depender del valor de estímulo. Aunque esta definición se aplica 
claramente al instrumento de medición, también puede aplicarse al método analítico en 
conjunto, tomando en cuenta otros factores como el efecto de los pasos para una 




La selectividad da una indicación de cuan fuertemente un resultado es afectado por otros 




El objetivo de la prueba de robustez es optimizar el método analítico y describir que bajo las 
condiciones establecidas (Incluidas sus tolerancias) se pueden obtener resultados 
suficientemente exactos con una alta seguridad, de manera que el procedimiento funcione 
confiablemente si se utiliza en otros laboratorios o después de intervalos largos de tiempo. 
Un método es más robusto entre menos dependan los resultados del ensayo de una 
modificación en las condiciones de éste. Al desarrollar un nuevo método analítico debe 
determinarse la modificación de los resultados por el cambio en las condiciones del ensayo.  






 Laboratorio, lugar de la medición. 
 Personal. 
 Aparatos. 
 Reactivos, disolventes, estándares, etc. 
 Caudal de la fase móvil. 
 pH de la fase móvil (por ejemplo en HPLC). 
 Gradiente de temperatura (por ejemplo en GC). 
 
Para determinar la robustez de un procedimiento analítico pueden modificarse algunas 
condiciones del análisis y seguir las afectaciones a los resultados o a los parámetros 
estadísticos. Un aspecto importante de la robustez es la estabilidad de todas las muestras, 
estándares y reactivos, tanto en el almacenamiento como durante las condiciones de 
ensayo, [13].  
 
5.4.2.5 Limite de Detección 
 
El Límite de detección corresponde a la concentración mínima a la cual el analito es 
detectado con una relación señal ruido de 2:1 o 3:1. 
Es necesario solamente cuando deben tomarse decisiones cualitativas, es decir, si el analito 
está presente o no. Los procedimientos de determinación posibles son: 
 
o Métodos no instrumentales 
Consiste en comparar el blanco con otras soluciones de blanco enriquecido a una sola 
concentración, por este método el límite de detección se determina por medio del 
análisis comparativo de un blanco y de muestras independientes de blanco enriquecido 
con diferentes niveles de concentraciones conocidas del analito. Se compara el 
comportamiento de las muestras con el blanco y se establece el nivel mínimo al cual el 
analito puede ser realmente detectado. En el caso del límite de detección del sistema, el 
blanco está constituido por los solventes utilizados en el análisis. En el caso del método, 








o Métodos instrumentales 
Existen diferentes formas de determinar el límite de detección, cualquiera que sea el 
método utilizado, se requiere del análisis de un número adecuado de muestras 
conocidas que deben estar cercanas o preparadas a la concentración del límite de 
detección requerido para el tipo de ensayo a realizar.  
 
Por comparación de blanco y blanco enriquecido a una sola concentración: Se 
utiliza cuando la desviación estándar del blanco es diferente de 0. Se preparan no 
menos de 10 blancos independientes y 10 blancos enriquecidos a la concentración más 
baja aceptada. Una vez preparadas las soluciones, se llevan a cabo las mediciones de 
cada una y posteriormente se calcula la desviación estándar de cada grupo de datos.  
Con estos datos se puede calcular el límite de detección 
LD: Valor promedio del blanco + 3S 
Donde S es la desviación estándar de la muestra enriquecida 
 
Blanco enriquecido a una sola concentración: En este caso se analizan y cuantifican 
no menos de 10 soluciones de blanco enriquecidas o muestras enriquecidas preparadas 
a la concentración menor para la que se puede obtener un grado aceptable de 
incertidumbre. Se lleva a cabo la cuantificación para cada una de las soluciones, se 
calcula el valor promedio de las concentraciones obtenidas y la desviación estándar.  
 
LD: Concentración promedio obtenida para el blanco o la muestra enriquecida + 4.65S.  
 
Relación señal/Ruido: Es uno de los más conocidos y empleados, requiere que el 
procedimiento de análisis sea instrumental y que proporcione una señal blanco, un ruido 
de fondo o una línea de base, es decir una señal residual a concentración cero de 
analito, [13]. 
 
Determinación del corredor de error: Se preparan de 7 a 10 soluciones 
independientes, a tres niveles de concentración (Baja, intermedia y alta).  
Se construye el corredor de error a un nivel de confianza adecuado 95%, graficando la 
concentración versus la señal obtenida. Utilizando para ello un programa estadístico 






5.4.2.6 Limite de Cuantificación 
 
Es la menor cantidad que puede ser determinada cuantitativamente con una incertidumbre 
asociada, para un dado nivel de confianza, [12]. 
En esencia se encuentran en la literatura dos formas para determinarlo: 
 
 De manera análoga al límite de detección, en el cual el límite de cuantificación es como 
mínimo tres veces el límite de detección, según cada caso. 
 Por determinación de una incertidumbre de los resultados máxima permisible (Dada 
como dispersión relativa del 30%, por ejemplo) por medio de la determinación de la 
concentración más pequeña que se puede medir con este valor máximo. Este límite de 
cuantificación es, por lo tanto, dependiente de las exigencias de la incertidumbre, [13].  
 
5.4.2.7 Intervalo Lineal y de Trabajo 
 
El intervalo lineal es la parte de la función de calibración en la que la señal obtenida para el 
analito responde ―linealmente‖ a la concentración. Se verifica mediante la obtención de 
coeficientes de correlación mayores o iguales a 0,995. 
 
El intervalo de trabajo de un método analítico es el intervalo entre los niveles más bajo y 
más alto de concentraciones que ha sido demostrado que puede ser determinados con la 




Se define como la proximidad entre los resultados de mediciones de un mismo parámetro, 
realizadas bajo distintas condiciones de medición. 
 
Su determinación tiene sentido y es posible solamente cuando otros laboratorios cercanos 
utilizan el método de ensayo y es posible una ―comparación interlaboratorios‖ o cuando se 










Proximidad entre los resultados de mediciones sucesivas del mismo parámetro, realizadas 
bajo las mismas condiciones de medición (Aplicación de un mismo procedimiento, a un 
mismo objeto, por el mismo operador, en intervalos cortos de tiempo, con el mismo 
equipamiento instrumental, en el mismo lugar). 
 
Puede determinarse de una manera interna. Para ello es necesario tener en cuenta que:  
 Deben determinarse suficientes resultados (Recomendación: n ≥10). 
 Todos los pasos del método (Incluidas la toma y preparación de la muestra, así como la 




Se usa en el sentido de exactitud de un promedio a largo plazo (Valor esperado) de una 
serie de promedios. Es la diferencia en el valor esperado (Teóricamente igual al promedio 
de un número infinito de valores individuales independientes) del valor verdadero, correcto o 




Parámetro, asociado al resultado de una medición, que caracteriza la dispersión de los 
valores, [13]. Expresa los errores aleatorios y sistemáticos.  
 
5.5 CROMATOGRAFÍA DE GASES (CG) 
 
La cromatografía de gases es una técnica analítica utilizada en la separación,  identificación 
y cuantificación de los componentes de una sustancia o mezcla. Se basa en la diferencia de 
velocidades de migración de los componentes de una sustancia o mezcla, al ser arrastrados 
por un gas inerte a través de una columna rellena de un material. A diferencia de los otros 
tipos de cromatografía, la fase móvil no interacciona con las moléculas del analito, su única 






La cromatografía es un método físico de separación basado en la distribución de la muestra 
en dos fases. Una fase es el lecho estacionario de extensa superficie empacada 
apretadamente dentro de una columna. Esta es la fase estacionaria y puede ser un sólido o 
una delgada película líquida que recubre al sólido. La otra fase consiste en un gas o un 
líquido que percola sobre la fase estacionaria y alrededor de la misma. Esta fase se 
denomina fase móvil. En el caso de la cromatografía de gases, la fase móvil es un gas 
inerte, su separación se basa en las diferencias en los puntos de ebullición y la temperatura 
de la columna. 
 
El método cromatografía de gases fue iniciado por los científicos ingleses A. T. James y A. 
J. P. Martin en 1941. Comenzó a utilizarse en varios laboratorios a partir de 1950 y la 
construcción de equipos empezó en 1955.  
 
La cromatografía de gases se emplea en gran escala en el análisis de mezclas orgánicas 
complejas, como las que se encuentran comúnmente en derivados del petróleo, aceites 
esenciales, perfumes, sabores, sustancias de origen biológico, insecticidas, plaguicidas, 
pesticidas, ácidos grasos, entre otros. 
 
La cromatografía de gases sobresale sobre otras técnicas analíticas por su gran versatilidad 
tanto en lo que se refiere a tipos de trabajos, como también a la naturaleza y cantidad de 
muestra. Esta técnica analítica en combinación con espectrofotometría  infrarroja o 
espectrometría de masas permite aislar e identificar los componentes de una mezcla; con 
pocas modificaciones se puede emplear para purificar y obtener sustancias de más alto 
grado de pureza. 
 
Un cromatógrafo de gases moderno es un instrumento versátil y confiable; su diseño en 
general ha requerido grandes esfuerzos, de aquí que su aprovechamiento dependerá no 
solo de la calidad instrumental, sino también de que el operador posea conocimientos 




La cromatografía de gases se ha impuesto actualmente, como método de separación en los 





sencillez de su manejo, por la rapidez con que se efectúan las separaciones, y porque en la 
mayoría de los casos, la separación y la precisión alcanzables son altamente satisfactorias, 
[15].  
 
Las principales ventajas de la cromatografía de gases son: alta resolución, velocidad, 
sensibilidad, sencillez y resultados cuantitativos. 
 
Alta Resolución: La CG puede generar miles de platos teóricos en unos pocos minutos. 
Los isómeros con puntos de ebullición muy próximos que no pueden separarse por 
destilación se separan fácilmente mediante la cromatografía de gases. 
Además la CG se presta a usos más variados que la mejor columna de destilación, ya que la 
columna cromatográfica puede sustituirse fácilmente. Esto permite la separación selectiva 
debido a solubilidades diferentes, aun cuando los puntos de ebullición estén muy cercanos. 
Como hay numerosas columnas, se puede escoger entre ellas, lo que confiere variedad a la 
gama de muestras que pueden manejarse. 
Velocidad: Usualmente el análisis por CG tarda unos minutos; muchas separaciones útiles 
se completan en 10 minutos. Sin embargo, en la mayoría de los análisis de laboratorio este 
ahorro en tiempo no reduce apreciablemente el tiempo total comprendido en la toma de la 
muestra, el análisis cromatográfico y el cálculo de los resultados. En consecuencia no se ha 
destacado mucho la rapidez de estos análisis. Basta señalar que la CG permite lograr 
rápidamente buenos datos analíticos. 
Sensibilidad: Una de las razones principales por las que se usa ampliamente la CG en los 
análisis es la sensibilidad conseguida. El detector de conductividad térmica puede fácilmente 
medir microgramos. El detector de ionización de llama fácilmente mide nanogramos (10
-9 
g), 
y los detectores más selectivos como el de captura de electrones y el detector fotométrico 
de llama alcanza los picogramos (10-12 g). 
Debido a esta sensibilidad, la CG es un método preferido para el análisis de trazas, 
particularmente plaguicidas, herbicidas y contaminantes orgánicos en el aire y del agua. 
Otra ventaja de esta extrema sensibilidad es la pequeñez de la muestra requerida. 
Resultados Cuantitativos: La CG permite lograr muy buenos resultados cuantitativos. Sin 
embargo, la exactitud es función de muchos factores. Se puede obtener buena exactitud en 









Las principales desventajas o limitaciones de la cromatografía de gases son: solo se pueden 
manipular muestras volátiles, a menudo es necesario eliminar interferencias en la muestra y 
es una técnica deficiente para análisis cualitativos debido a que por lo general, para 
identificar la muestra se comparan los tiempos de retención de patrones y muestras 
conocidas y así es difícil confirmar la identidad de una muestra debido a que varios 
compuestos pueden tener los mismos tiempos de retención, [16].  
 
5.5.3 Cromatógrafo de Gases 
 
Un cromatógrafo de gases no es más que la continuación funcional de una serie de 
elementos, y en principio es un aparato sencillo.  
 
 
Figura 4. Cromatógrafo de Gases, utilizado en el análisis, Marca Shimadzu; Modelo GC-
2014 
(Fuente: Tomada por las autoras) 
 
5.5.4 Instrumentos Cromatógrafo de Gases 
 
Hoy en día más de 30 fabricantes de instrumentos, ofrecen más de 130  modelos de 





En las últimas décadas los fabricantes han perfeccionado sus componentes agregando 
primero integradores electrónicos y procesadores de datos basados en un computador. 
Después ordenadores para el control automático de la mayoría de parámetros, como 
temperatura de la columna, caudales e inyección de la muestra, [4].  
 
Los componentes básicos de un cromatógrafo de gases se muestran en la figura 5. 
 
 
Figura 5. Representación esquemática de un cromatógrafo de gases, [4]  
 
5.5.4.1 Gas Portador 
 
El gas portador debe conducir la muestra y sus componentes a través de la columna y al 
detector. Por lo tanto debe cumplir varios requisitos, los cuales son: 
 
a) Pureza: Cualquier impureza presente en el gas portador equivale a la presencia de una 
muestra adicional, distinta a la deseada y que viene a producir una señal en el detector.  
b) Sensibilidad: Dado que el gas portador fluye constantemente por el sistema, producirá 
una señal de fondo la cual influirá sobre la sensibilidad de acuerdo con el detector 
empleado. 
c) Velocidad: La velocidad del análisis dependerá de la velocidad de difusión de los 






La selección del gas portador puede influir tanto en la separación como en la velocidad y 
determina la selección del detector. Un gas de peso molecular elevado genera más platos 
teóricos, un ejemplo es el nitrógeno en comparación con el helio. Sin embargo si se desea 
optimizar la velocidad del análisis, es mejor escoger un gas portador ligero, como el helio o 
el hidrogeno, [16]. El helio permite análisis más rápidos y buena eficiencia. 
 
5.5.4.2 Sistema de Inyección de las Muestras  
 
En el sistema de inyección existen consideraciones prácticas en cuanto a los parámetros 
más importantes que son: tamaño de la muestra, temperatura del sistema de inyección, y 
velocidad de inyección. 
 
En general, el tamaño de la muestra debe ser lo más pequeño posible con el objeto de evitar 
problemas de saturación en algunos detectores, exceso de muestra en la columna, 
volatilización incompleta, y/o ensanchamiento y difusión de la muestra. 
 
La temperatura del sistema de inyección también juega un papel importante, si la 
temperatura es muy baja se tendrá una vaporización incompleta y por tanto una muestra no 
representativa; se recomienda trabajar el sistema de inyección a una temperatura 
ligeramente superior a la temperatura de ebullición del compuesto menos volátil de la 
sustancia o mezcla. Si la temperatura del sistema de inyección es muy alta se puede 
producir descomposición o cambios en la muestra, resultando nuevamente un análisis no 
representativo. 
 
La introducción de la muestra al sistema cromatográfico debe hacerse lo más rápidamente 




La columna es el corazón de un sistema cromatográfico, [14]. En principio, la columna está 
formada por un tubo, que puede ser de diferentes materiales (cobre, aluminio, acero 
inoxidable, vidrio, etc.), dentro del cual se dispone de la fase estacionaria, [15]. La mayor 
parte de las columnas empleadas en cromatografía de gases son de metal (generalmente 





existen dos campos en particular en que el empleo de columnas de vidrio está generalizado, 
análisis de sustancias biológicas inestables tales como esteroides, y el análisis de 
pesticidas. 
 
En cromatografía de gases se usan dos tipos generales de columnas, las rellenas y las 
abiertas o capilares. Estas últimas más eficaces y rápidas. En la tabla 3, se encuentran 
reportadas las propiedades y características de las columnas para cromatografía de gases. 
 




La longitud de la columna dependen en la práctica de la eficiencia necesaria para efectuar la 
separación, y el flujo del gas portador varía en función del diámetro de la columna, [14].  
 
Para el análisis de colesterol en leche y derivados lácteos empleando la técnica de 
cromatografía de gases - FID, se utilizo una columna capilar Rtx – 5, compuesta por 5% de 
difenil y 95% de dimetil polisiloxano, la cual es ligeramente polar y se usa principalmente 
para el análisis de hidrocarburos aromáticos, y muestras ambientales. En la figura 6, se 










El papel del detector es el de indicar los momentos de emersión de los componentes y de 
proporcionar una indicación cuantitativa de los mismos. La acción del detector se traduce en 
una señal eléctrica, que posteriormente se amplificara e interpretara mediante un registrador 
grafico o un integrador, que pondrán de manifiesto los aspectos cualitativo y cuantitativo de 
dicha señal. 
 
Algunas de las características deseables para un detector de CG son: 
 
La sensibilidad del detector indica la intensidad de la respuesta del mismo ante un cambio 
de la propiedad física que mide; a su vez, este cambio de propiedad física se deberá a la 
presencia de una menor o mayor cantidad de componente en el detector. Por ello, la 
sensibilidad del mismo se puede considerar también como la respuesta frente a la variación 
de la cantidad de componente. 
 
La linealidad del detector considera que la respuesta del mismo, señal, sea proporcional a la 
variación en la cantidad del componente que en un momento dado se encuentre en el 
detector. La linealidad del detector determina la utilización cómoda del mismo, al no ser 
necesario realizar calibrados previos, y supone la no variación de la sensibilidad con la 
cantidad de componente. 
 
La estabilidad de la señal indica la calidad de la misma. Se deben considerar dos clases de 
estabilidad: una a corto plazo o instantáneas, determinada por lo que se puede llamar señal 
de fondo (Ruido de fondo), que se debe a perturbaciones instantáneas de la señal por 
causas ajenas a la presencia del componente; otra estabilidad es la que se considera a mas 





determina la deriva de las características de la señal a lo largo del tiempo, e 
independientemente de que se detecte o no componente alguno. Las señales de fondo 
determinan, como se verá, el límite inferior de detección de los componentes, ya que por 
debajo del mismo se pueden confundir las señales del componente y las de fondo. La deriva 
de las características de la señal con el tiempo afecta a la reproducibilidad de las 
operaciones cromatográficas. 
 
Otras características importantes del detector son: resistencia mecánica, resistencia 
química, seguridad en el caso de utilizar gases, portadores o auxiliadores, sencillez de 
mantenimiento, etc. 
 
Muchas son los factores que pueden afectar las diversas características del detector y de la 
señal, alternado la magnitud y la calidad de la misma en sus tres etapas de generación, 
elaboración y manifestación. Unos factores proceden de la muestra y del gas portador, 
otros, de los elementos del cromatógrafo, y otros de las condiciones de operación. A 
continuación se van a considerar los más importantes de tales factores. 
En lo que se refiere al gas portador, la naturaleza del mismo puede afectar a la sensibilidad 
del detector, por lo que en ciertos casos se impone la necesidad de utilizar un gas portador 
dado. Por otro lado, las impurezas y las variaciones en el caudal del gas portador, y de 
gases auxiliares, si los hubiere dan lugar a señales de fondo. También la magnitud del 
caudal del gas portador afecta la sensibilidad del detector, siendo conveniente usar caudales 
lo más reducidos posibles. 
 
La columna puede influir sobre el detector en dos aspectos: contaminación del gas portador 
por la fase estacionaria y fluctuaciones en el caudal de dicho gas debidas al arrastre de la 
fase estacionaria por la fase móvil. Por otro lado, resulta conveniente para la detección que 
la columna no tenga una longitud excesiva. 
 
La influencia relativa de unos factores puede ser más importante que la de otros en la 
calidad de la señal obtenida y elaborada. Por ello, se suele definir como factor limitante al de 








5.5.4.4.1 Tipos de Detectores 
 
Existe una gran variedad de detectores que indican los cambios de la composición del eluido 
de una cromatografía de gases. En la tabla 4 pueden verse lo mas utilizados, con un breve 
resumen de sus ventajas. Las ventajas de estos detectores incluyen su limite de detección 
(LD) y el intervalo de linealidad, [18].  
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5.5.4.4.2 Detector de Ionización de Llama 
 
El FID fue desarrollado en 1958 por McWilliam y Dewar en Australia y casi simultáneamente 
por Harley, Nell y Pretorius en el sur de África y rápidamente se convirtió en el detector de 
elección en la instrumentación comercial. 
 
El detector de ionización de llama es el detector más extensamente utilizado, y por lo 
general uno de los más aplicables en cromatografía de gases. 
 
En un quemador tal como se muestra en la figura 7, el efluente de la columna se mezcla con 
hidrogeno y con aire para luego encenderse eléctricamente. La mayoría de los compuestos 
orgánicos, cuando se pirolizan a la temperatura de una llama de hidrogeno7aire, producen 
iones y electrones que pueden conducir la electricidad a través de la llama. Cuando se 





quemador y un electrodo colector situado por encima de la llama, la corriente que resulta (≈ 
10-12 A) se dirige para su medida hacia un amplificador operacional de alta impedancia. 
La ionización en la llama de los compuestos que contienen carbono no es un proceso bien 
establecido, aunque se observa que el número de iones que se produce es relativamente 
proporcional al número de átomos de carbono reducidos en la llama. 
 
 
Figura 7. Detector de ionización de llama (FID), [4] 
 
El detector de ionización de llama responde al número de átomos de carbono que entra en 
el detector por unidad de tiempo, por ello, es más un detector sensible a la masa, que un 
sistema sensible a la concentración. 
 
Grupos funcionales, tales como el carbonilo, alcohol, halógeno y amina, originan en la llama 
pocos iones o prácticamente ninguno. Además, el detector es insensible a los gases no 
combustibles como H20, CO2, SO2 y NOx. Estas propiedades hacen del detector de 
ionización de llama uno de los detectores generales más utilizados, para el análisis de la 
mayoría de compuestos orgánicos, incluyendo aquellos que están contaminados con agua, 





La insensibilidad del detector de ionización de llama hacia el agua le hace particularmente 
útil para la detección de contaminantes en muestras naturales de agua.  
El detector de ionización de llama posee una elevada sensibilidad (~ 10
-13
 g/s), un gran 
intervalo de respuesta lineal (~ 107), y un bajo ruido. Por lo general, es resistente y fácil de 
utilizar. Una desventaja del detector de ionización de llama es que se trata de un detector 
destructivo de la muestra, [4]. 
 
Debido a la alta sensibilidad de este detector se pueden presentar contaminaciones que 
disminuirán notablemente la sensibilidad; las contaminaciones pueden provenir de la fase 
estacionaria, de la muestra, del gas portador, del aire, del hidrogeno, del inyector. Si la 
contaminación procede de la columna se puede solucionar colocando una columna vacía y 
elevando la temperatura teniendo un flujo bajo de gas portador. En caso de que la 
contaminación proceda de la muestra, se puede limpiar el detector con cloroformo y luego 
calentarlo. Si la contaminación procede de algunos de los gases es necesario cambiarlos o 
instalar filtros adecuados purgando luego todo el sistema, [14].  
 
5.5.5 Análisis Cualitativo 
 
El objeto de la cromatografía de gases es el de analizar una muestra, pudiendo este análisis 
determinar la naturaleza de los componentes (análisis cualitativo) o determinar la proporción 
de los componentes en la muestra (análisis cuantitativo), [14].  
Para realizar la identificación de los componentes de la muestra, se procede frecuentemente 
a  comparar el cromatograma obtenido con los de compuestos conocidos y puros, existiendo 
varias formas de efectuar tal comparación y confirmar la presencia de un componente. 
Cuando en una mezcla se sospecha que un componente ya identificado corresponde a un 
pico dado se añade a la muestra problema algo de componente puro, y se realiza un 
cromatograma. Si en este registro obtenido aparece el pico del componente aumentado en 
su dimensión, entonces se ha acertado en la predicción, si aparece un nuevo pico, la 
predicción ere errónea, [15].  
 
5.5.6 Análisis Cuantitativo 
 
Si la señal del detector fuera siempre proporcional a la cantidad o concentración de todos y 





interpretación cuantitativa  de los cromatógramas seria sencillo. En la realidad ocurre que, 
aun en los casos de respuesta proporcional es diferente para distintos componentes, por lo 
que es preciso efectuar correcciones a la manifestación grafica de la señal (altura o área de 
pico) para poder conocer correctamente las cantidades realmente presentes en una muestra 
problema. 
 
Como parámetro de pico pueden utilizarse la altura o el área del mismo, según los casos. 
 
El uso de la altura del pico presenta como ventaja la comodidad de medida, pero solamente 
proporciona una exactitud aceptable en el caso de muestras sencillas de pocos 
componentes que den lugar a picos agudos, estrechos y claramente separados. Además la 
altura del pico es muy sensible a variaciones en las condiciones de operación, por lo que el 
uso de este parámetro exige un control cuidadosísimo de dichas condiciones. Las medidas 
de altura de pico son interesantes para los análisis de rutina, en los que se puede sacrificar 
algo de la exactitud a favor de la sencillez y rapidez de las determinaciones. 
Generalmente, para las determinaciones según la altura de los picos se suele utilizar curvas 
de calibración las cuales deberán ser obtenidas con anterioridad, de las que se hará uso 
para interpretar los cromatógramas que se obtengan. 
 
El uso, como parámetro, del área del pico es mas acertado cuando se requiere mayor 
exactitud en las determinaciones cuantitativas. Como se sabe, el área del pico es función de 
la cantidad de componente o de la concentración del mismo. 
Para interpretar cuantitativamente el cromatograma se realizan curvas de calibración, que 
permitan conocer la relación real que, para cada componente, existe entre el área del pico y 
la cantidad de componente presente en una muestra, de forma que todos los picos, 
adecuadamente corregidos, sean comparables. En la curva de calibración, se pueden hacer 
lecturas directas de la concentración del componente en estudio y del cual solo se conoce el 
área del pico, esto debido al que el área de pico esta relacionada proporcionalmente con la 
concentración, [15].  
 
El empleo de un patrón interno, es el método mas utilizado para análisis cuantitativo por 
cromatografía de gases. Sus principales ventajas son que al fijar la concentración del patrón 
interno se pueden establecer graficas de la relación de áreas de los picos de las sustancias 






En el presente trabajo se empleo un estándar externo de colesterol. Un estándar externo es 
el que analiza separadamente de la replica desconocida que se esta ensayando. Una serie 
de tales estándares contienen distintas concentraciones conocidas de analito, junto a la 
matriz que es similar o idéntica a la de la muestra. Los estándares externos pueden usarse 
para calibrar un procedimiento de medida, cuando los componentes de la matriz, incluyendo 
los reactivos que se requieren en el preparado, no causan interferencias. También pueden 
usarse para calibrar un análisis en el que el analista tiene suficiente control sobre las 
condiciones como para que la contribución producida por los interferentes sobre las medidas 
puedan mantenerse constante; así puede realizarse la oportuna corrección del error 
determinado por el interferente. 
 
La calibración externa de la respuesta del instrumento se realiza utilizando estándares que 
contienen distintas concentraciones de analito. En una determinación ideal, solo las 
concentraciones de la especie ensayada debería cambiar en una serie de diluciones 
estándares, [18]. 
 
5.5.7 Calidad de los Datos Cromatográficos 
 
En la calidad de los datos obtenidos cromatográficamente hay que considerar dos aspectos: 
la aproximación entre valores obtenidos y valores reales de composición, que puede 
establecerse realizando análisis de muestras conocidas; por otro lado esta la 
reproducibilidad de los ensayos. 
 
La reproducibilidad de las determinaciones puede establecerse realizando varios 
cromatógramas de una mezcla única y estudiando las desviaciones entre los resultados que 
se obtengan. Las desviaciones pueden deberse a errores determinados (métodos, aparato, 
operador, etc.), que pueden establecerse cuantitativamente por medio del calculo de errores 
corrientes. Otra causa de desviaciones son los errores indeterminados, para cuya 









5.5.8  Aplicaciones de la Cromatografía de Gases en el Campo de la Investigación 
 
Son prácticamente innumerables las aplicaciones que encuentra la cromatografía de gases 
en el ámbito de la investigación, tanto fundamental como aplicada, dentro de los campos de 
la Química física, la Bioquímica, la Química orgánica, la Química técnica, etc. 
 
Mediante la cromatografía de gases se pueden obtener pesos moleculares, número de 
carbonos, análisis elemental de CHN e información sobre la estructura de las especies 
orgánicas. La determinación de la superficie específica de catalizadores y rellenos es otra 
aplicación interesante de la cromatografía de gases. 
Actualmente existen en el mercado aparatos cromatográficos modificados o adaptados para 
algunas de las aplicaciones citadas (por ejemplo, análisis elemental de CHN y determinación 
de superficies específicas). 
 
Sin entrar a considerar más casos concretos, hay que poner de manifiesto la gran 
importancia de la cromatografía de gases en la investigación, no solamente como elemento 
principal, sino también como elemento analítico auxiliar. En este sentido hay que resaltar 
que esta técnica, por la amplitud de sus aplicaciones y por sus características operativas, ha 
dotado a muchos campos de la investigación de una agilidad que antes no tenían. Así, en 
los ámbitos de la Bioquímica y la Química orgánica dicha técnica, tanto en su vertiente 
analítica como preparativa, ha llegado a hacerse imprescindible para la separación de 
muchas especies, contribuyendo notablemente al desarrollo de la investigación en dichas 
materias, [15]. 
 
5.5.9 Aplicaciones de la Cromatografía de Gases en el Campo Alimenticio (Lípidos) 
 
En los últimos años ha crecido la necesidad por saber la cantidad de colesterol y 
fitoesteroles que contienen los alimentos y así prevenir enfermedades cardiovasculares, 
para ello han surgido diferentes métodos analíticos tanto para el análisis de colesterol como 
el de fitoesteroles. 
 
Un método analítico sencillo para determinar colesterol en alimentos consiste en analizar el 
colesterol de cuatro grasas animales diferentes mediante extracción en fase solida, con 





derivado trimetilsilil por cromatografía de gases con detector de ionización de llama (FID). 
Se obtienen resultados razonables tanto para la precisión, como para la repetibilidad. Es un 
método sencillo, rápido y reproducible, [19].  
 
Debido al gran interés por los fitoesteroles, la cromatografía de gases ha ofrecido su 
fundamentación y su tecnológica para el análisis de estos. Los fitoesteroles son compuestos 
bioactivos, una de sus propiedades más estudiadas y más sobresaliente es la actividad para 
reducir el colesterol, lo que explica el creciente interés en el contenido de fitoesterol de los 
alimentos, ya sea como componentes intrínsecos o añadido. Se han desarrollados métodos 
para su análisis los cuales incluyen diferentes etapas, extracción, saponificación, limpieza y 
por ultimo determinación cromatográfica, [20].  
 
5.5.10 Acoplamiento de la cromatografía de gases con métodos espectroscópicos 
 
La cromatografía de gases a menudo se combina con otras técnicas selectivas como la 
electroquímica y la espectroscopia. Los métodos que resultan se denominan métodos 
acoplados, y proporcionan al químico unas potentes herramientas para la identificación de 
los componentes de mezclas complejas. 
 
En los primeros métodos acoplados, los gases efluente de una columna cromatográfica, 
después de ser detectados por un detector no destructivo y no selectivo, se recogían como 
fracciones separadas en una trampa fría. La composición de cada una de las fracciones se 
investigaba por resonancia magnética nuclear, infrarrojo, o espectrometría de masa, o por 
medidas electroanalíticas. Una importante limitación en esta metodología era que las 
cantidades de soluto que contenían las fracciones eran muy pequeñas (normalmente 
micromoles); a pesar de ello, el procedimiento general resultaba útil para el análisis 
cualitativo de muchas mezclas multicomponente. 
 
Un segundo método general, que tiene actualmente un uso muy extendido, consiste en la 
aplicación de un detector selectivo para controlar continuamente el efluente de la columna. 
Por lo general estos procedimientos requieren un control de los instrumentos mediante 
ordenador para almacenar los datos espectrales y su posterior presentación como espectros 






5.6 MÉTODO DE EXTRACCIÓN 
 
Para la extracción de las muestras se utilizo el método Fletouris, el cual es un método 
simple para la determinación del colesterol en leche y productos lácteos, [18]. El método 
necesita un tamaño de muestra pequeño y ofrece ahorros considerables sobre el costo de  
solventes, materiales, manipulación de la muestra y el análisis final. El procedimiento de la 
preparación de la muestra es rápido y simple, consiste en realizar una saponificación a la 
muestra con solución de KOH metanólica 1 M y exposición al baño maría durante 15 
minutos y a 60 ºC. Seguido de de la obtención de la fase orgánica adicionando agua y 
hexano y sometiendo la muestra a una centrifugación para la separación total de las fases. 
Debido a lo sencillo del método de extracción, se pueden analizar varias muestras en pocas 
horas, un promedio de 40 minutos por muestra, [21].  
 
Generalmente este método presenta un porcentaje de recuperación superior al 98,6%, y una 
linealidad excelente. La precisión expresada en porcentaje de desviación estándar relativa o 
coeficiente de variación en todos los casos es menor al 1,4%. El método ha sido aplicado 


























6.1 MUESTRAS DE ANÁLISIS 
 
Como muestras se utilizaron principalmente productos lácteos, como la leche cruda, entera 
(se emplearon tres marcas diferentes para observar la variación en contenido de colesterol 
que se presenta entre ellas), pasteurizada, semidescremada, descremada, mantequilla, 
kumis, y queso doble crema.  
 
Además de las muestras lácteas se realizo el análisis en huevo (yema) para comprobar si 
este realmente presentaba un elevado contenido de colesterol o si simplemente se le tiene 
una mala fama injustificada. Durante años se ha relacionado este alimento con el riesgo de 
sufrir dolencias cardiovasculares. Muchas generaciones han crecido con la creencia de que 
el huevo es un alimento cuyo consumo conviene limitar. Debido a que al huevo se le 
considera un alimento de referencia por poseer todos los aminoácidos esenciales para el 
hombre, aporta altas cantidades de vitaminas (sobre todo vitaminas B12, ácido pantoténico, 
biotina, vitaminas D, A, B2 y niacina) y minerales (especialmente selenio, fósforo, yodo y 
zinc), una cantidad relativamente baja en calorías, un elevado contenido en proteínas, 
grasas saturadas e insaturadas, y colesterol, se consideró de vital importancia realizar el 
análisis del mismo para comprobar si se debe regular el consumo de un alimento tan 
completo, debido a su alto contenido de colesterol, [22].  
 
Por ultimo se realizó el análisis en productos cárnicos como el chicharrón (frito y crudo) y la 
salchicha, con el fin de establecer si el método desarrollado era óptimo, apropiado y valido 
para el análisis de alimentos diferentes a los lácteos. 
  
A continuación se encuentra la lista de las muestras analizadas. 
 
 Leche entera UHT, San Fernando. 
 Leche entera UHT, larga vida, Colanta. 
 Leche entera, Alquería. 





 Kumis entero con dulce, Colanta. 
 Mantequilla, Finca la Siria Corregimiento de Villa rodas – Valle del Cauca. 
 Leche semidescremada, Deslactosada, UHT, larga vida, Colanta.  
 Queso doble crema, producido por la Florida LTDA, marca Carrefour. 
 Salchicha tradicional, Zenú. 
 Leche entera cruda, Finca la Siria Corregimiento de Villa rodas – Valle del Cauca. 
 Huevo 
 Chicharrón (Se utilizó frito y crudo) 
 
6.2 EXTRACCIÓN DE LAS MUESTRAS 
 
La extracción de las muestras se realizó empleando el método  Fletouris, el cual es un 
método rápido, sencillo y eficaz para el análisis de colesterol en alimentos lácteos. Requiere 
de tamaño de muestras pequeñas y el tiempo de trabajo es corto, lo que favorece el análisis 
de varias muestras rápidamente.  
 
DESCRIPCIÓN DEL PROCEDIMIENTO DE EXTRACCIÓN DE LAS MUESTRAS 
 




Posteriormente se adicionaron 14 mL de 
solución de KOH metanólica 1 M (La cual fue 
preparada con anterioridad) 
 
 




Luego la mitad del tubo fue 
sumergido en baño maría a 60 ºC 
por 15 minutos 
 
 
El tubo fue retirado del baño 
maría cada 5 minutos y fue 










Continuación descripción del procedimiento de extracción de las muestras. 
 
Se dejó enfriar el tubo, y se 




Se agitó nuevamente y se llevo a 




Se tomó la fase de interés y se midió 
el volumen de la misma, por ultimo 
se llevo al cromatógrafo en un vial 
para su inyección 
 
Además a cada una de las muestras se les midió la densidad, necesaria para cálculos 
futuros. 
         
Figura 8. Pesada y adición de solución metanólica de KOH a las muestras 
(Fuente: Tomada por las autoras) 
         
 Figura 9. Agitación manual y en el vortex   





     
Figura 10. Calentamiento en baño maría  
(Fuente: Tomada por las autoras)   
     
Figura 11. Centrifugación y ubicación de los viales en el cromatógrafo 




Se empleo un estándar de colesterol al 95% GC, marca Sigma, C 8503-25 G, CAS 57-88-5. 
 
6.4 CONDICIONES DE OPERACIÓN Y ANÁLISIS CROMATOGRÁFICO 
 
Se preparó un patrón con una concentración de 50 ppm y se dispuso en el cromatógrafo de 
gases para realizar corridas con diferentes condiciones de operación, esto con el fin de 






Las condiciones de operación que se lograron establecer para realizar un óptimo y 
apropiado análisis de la concentración de colesterol en leche y algunos derivados por medio 
del cromatógrafo de gases, se indican a continuación: 
Temperatura del inyector: 310 ºC 
Modo de inyección: Split de 10  
Volumen de inyección: 1,0 µL 
Razón de split: 10,0 
Presión: 225,2 Kpa 
Flujo total: 29,0 mL/min 
Flujo en la columna: 2,55 mL/min 
Velocidad lineal del gas: 53,7 cm/seg 
 
Se analizó el contenido de colesterol total de varios tipos de leche y algunos de sus 
derivados, realizando tres extracciones y tres lecturas para cada muestra. Se utilizó el 
cromatógrafo de gases Shimadzu 2014, junto con el software GCSolution. Se creó el 
método del análisis en el software con las siguientes condiciones nombradas anteriormente; 
se empleó una columna MXT5 serie 50852961 (30m de longitud x 0.25 mm ID x 0.50 µm de 
espesor de película) con un flujo de 2,55 mL/min de helio y detector FID. La duración total 
del análisis cromatográfico fue de 26,75 minutos.  
El estándar de colesterol y el hexano utilizados para la construcción de la curva de 
calibración fueron respectivamente grado GC y HPLC para obtener un pico de colesterol 
único en el análisis. Con las soluciones estándar de colesterol de 5 ppm a 50 ppm y el área 
registrada para cada pico se construyó una curva estándar de regresión lineal que permitió 
determinar la cantidad mínima que detecta el cromatógrafo de gases de colesterol. 
 
La programación de la temperatura del horno se encuentra en la tabla 5. 
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La rampa de calentamiento del horno del cromatógrafo de gases se muestra en la figura 12. 
 
 




A partir del estándar de colesterol al 95% GC, marca sigma se prepararon los patrones. 
Estos patrones cubren concentraciones que van desde 5ppm a 50ppm. Los patrones fueron 




Figura 13. Patrones  








6.6 CONSTRUCCIÓN DE LA CURVA DE CALIBRACIÓN 
 
Después de preparados los patrones que abarcaban concentraciones que iban desde 5 ppm 
hasta 50 ppm, se llevaron al cromatógrafo para ser inyectados y con base en el área de 
cada pico y su respectiva concentración se construyo la curva de calibración.  
 
6.7 ANÁLISIS DE LAS MUESTRAS  
 
Después de que la técnica fue estandarizada, y las muestras fueron extraídas, se realizó su 
análisis cromatográfico a las mismas condiciones a las que se analizaron los patrones. 
 













Al  llevar a cabo la verificación del método para determinar colesterol en leche y derivados 
de la misma por cromatografía de gases, se tuvo en cuenta el análisis de diferentes 
parámetros, los cuales son: recuperación, exactitud, precisión, límite de detección, límite de 
cuantificación, linealidad, reproducibilidad y repetibilidad.  
 




Matraz 100 mL (1) 
Matraz 50 mL (1) 
Matraz 10 mL (6)  
Se dispuso en 




1 µL de cada 
muestra  
Las condiciones de operación para el 
análisis de cada muestra fueron las 





Pipeta graduada 10 mL (2) 
Pipeta volumétrica 10 mL (1) 
Pipeta graduada 5 mL (1) 
Tubo taparrosca (3) 
Beaker 100 mL (4) 
Gradilla 
Tubos para centrifuga (9) 
 
Reactivos: 
Hexano grado HPLC 
Solución metanólica de KOH 1M 
Agua destilada 
Hidróxido de sodio al 10% 
Equipos: 






Las mediciones realizadas para el análisis de cada uno de los parámetros de la verificación 




Se  determina preparando una serie de diluciones a partir de un estándar y se corrieron por 
triplicado, con base en estos datos se elaboro la curva de calibración y obtuvo la ecuación 
de la recta y = m x + b, [23]. 
 
6.8.2 LIMITE DE DETECCIÓN (LD) Y DE CUANTIFICACIÓN (LC) 
 




Para la determinación de este parámetro se realizo el siguiente procedimiento:  
Repetibilidad: Se realizaron tres replicas de cada estándar (concentración baja, media y 
alta) y de dos muestras durante un día. 
Repetibilidad intermedia: Se efectúo la lectura cada patrón  (concentración baja, media y 
alta) y de dos muestras, tres veces al día. 
Reproducibilidad: Se corrieron los patrones (concentración baja, media y alta) y dos 








Para calcular la exactitud se realizaron tres replicas de cada estándar, durante un día (3 
concentraciones diferentes), al final se obtuvieron 3 datos por cada estándar, [23]. 
 
6.8.5 PORCENTAJE DE RECUPERACIÓN 
 
El porcentaje de recuperación (%R) del método se calculo con base en la adición de un 
estándar (tres estándares de concentración diferente conocida) a una muestra de 
concentración conocida, [23]. 
A una muestra de kumis de concentración conocida, se adicionaron respectivamente 































7.1 CONDICIONES DE OPERACIÓN DEL CROMATÓGRAFO DE GASES 
 
Con las condiciones de operación establecidas se realizó una corrida del patrón de 50 ppm, 
obteniéndose un cromatograma en el cual se puede observar el pico de dicho patrón y del 
solvente que se utiliza (hexano). A continuación se muestra el cromatograma del patrón de 
50 ppm (figura 14). 
 
 
Figura 14. Cromatograma del patrón de 50 ppm 
 
En la tabla 6 se muestran los nombres, tiempos de retención y el orden de elusión de cada 
compuesto. 
 













1 Hexano 1,04 77,87*10
6 





Previa a la corrida del patrón de 50 ppm se realizó una del blanco (hexano grado HPLC), lo 
cual permitió la identificación del colesterol ya que el cromatograma del patrón de 50 ppm 
solo presentó un pico diferente al del blanco, lo cual evidenciaba que dicho pico pertenecía 




Figura 15. Cromatograma del blanco (hexano) 
 
7.2 CONSTRUCCIÓN DE LA CURVA DE CALIBRACIÓN 
 
Para la construcción de la curva de calibración se usaron diluciones del estándar de 
colesterol en concentraciones que van desde 5 ppm hasta 50 ppm. Cada uno de los 
patrones fue inyectado cinco veces, de estas cinco corridas se escogieron las tres que 
tenían áreas más aproximadas, con el propósito que el porcentaje de desviación estándar o 
coeficiente de variación fuera menor al cinco porciento (5%) y así, poder asegurar que el 
método para determinación de colesterol en leche y derivados de las misma es confiable y 
reproducible, [24]. 
 
Al construir la curva de calibración está presentó un coeficiente de correlación de 0,9996, el 
cual se considera apropiado, ya que indica que el método tiene una buena linealidad, es 
confiable y aceptable, lo que explica bien la relación entre el área del pico de colesterol y su 
concentración en ppm. Aunque se debe tener en cuenta que la información que proporciona 
el coeficiente de correlación (R) es limitada y no justifica por sí sola la linealidad, siendo el 





expresa la proporción de la variación total de Y. El coeficiente de determinación para la 
curva de calibración del colesterol es de 0,9992. 
 
 
Figura 16. Curva de calibración  
 
La figura 16 muestra la curva de calibración para la determinación de colesterol que se 
obtuvo por regresión lineal. En el eje ―Y‖ se muestra el área de colesterol reportada en cada 
cromatograma corrido y en el eje ―X‖ se indica la concentración de colesterol en ppm (mg de 
colesterol por L de solución). 
 
Esta curva de calibración permite determinar la cantidad de colesterol en alimentos que lo 
contengan, siempre y cuando se tenga una idea de la cantidad de colesterol que contiene el 
alimento a la hora del análisis (ver tabla 2), para poder definir si esta dentro de la curva de 
calibración. 
Por ejemplo la leche descremada tiene niveles de colesterol bajos 3 mg por cada 100g, el 
camarón tiene niveles medios de colesterol, y el huevo es uno de los alimentos con mayor 

























%  DESV. 
ESTÁNDAR 
(%RSD) 
1 5 24,90 981 991 982 985 0,5532 
2 15 24,90 2965 2965 2945 2959 0,3975 
3 20 24,90 3990 4071 4000 4020 1,0878 
4 30 24,90 6016 6016 6018 6017 0,0221 
5 40 24,90 7911 7918 7929 7919 0,1115 
6 50 24,90 9667 9677 9669 9671 0,0545 
 
Los porcentajes de desviación estándar o coeficiente de variación son menores al 1%, lo 
que indica linealidad, precisión, y repetibilidad en los resultados de la metodología utilizada 
para estandarizar. 
 
Los porcentajes de desviación estándar relativa, la desviación estándar y la media  se 
calcularon empleando las siguientes formulas: 
 











Xi: Valor medido en el ensayo i 
X: Media aritmética o poblacional 
n: Numero de medidas realizadas 
 


















SD: Desviación estándar 
Xi: Valor medido en el ensayo i 
X: Media aritmética o poblacional 
n: Numero de medidas realizadas 
 








%RSD: Porcentaje desviación estándar relativa 
SD: Desviación estándar 




Con base en la curva de calibración del colesterol, se calcularon los datos estadísticos 
necesarios para la estandarización. Estos datos son: 
R: Coeficiente de correlación 
R2: Coeficiente de determinación 
SD: Desviación estándar 
%RSD: Porcentaje desviación estándar relativa 
LD: Limite de detección 
LC: Limite de cuantificación 
 
Los valores de los parámetros R, R2, SD y RSD, fueron suministrados por el software con el 
cual se maneja el cromatógrafo. 
El límite de detección (LD) y el límite de cuantificación (LC) se calcularon a partir de la curva 
de calibración o regresión,  [24], teniendo en cuenta los siguientes pasos: 1) Determinación 
de la pendiente de la curva de calibración (Concentración Vs área); 2) Se obtiene otra curva 
de calibración, inyectando cada punto por triplicado, pero en este caso solo se corren los 
patrones de menor concentración de analito, determinándose la ecuación de esta nueva 





estimado de la respuesta del blanco Ybl; 3) Se determina la desviación estándar 
perteneciente a cada concentración del punto 2, se calcula la recta correspondiente a 
concentración Vs desviación estándar (SD) y se extrapola como en el caso anterior la 
desviación estándar a concentración cero, obteniéndose el estimado SDbl, correspondiente a 
la desviación estándar del blanco. 
Se calcula el limite de detección (3 veces desviación estándar del blanco) y el limite de 
cuantificación (10 veces desviación estándar del blanco), [24]. 
 
La ecuación de la recta de la curva de calibración para el método en estudio es 
05585,196 xy . 
Para el segundo punto se corrieron los patrones de concentración 5, 15 y 20 ppm, cada uno 
por triplicado, obteniéndose los siguientes datos: 
 



















1 5 981 991 982 985 5,45 0,5532 
2 15 2965 2965 2945 2959 11,76 0,3975 
3 20 3990 4071 4000 4020 43,73 1,0878 
 
La ecuación obtenida para la recta de concentración Vs área de los patrones de 5, 15 y 20 
ppm es: 06286,201 xy , donde Ybl es 0. 
 
La ecuación de obtenida para la recta de concentración Vs desviación estándar (SD) es: 
0567,102778,2 xy , donde Sbl es 10,0567. 
 














En la tabla 9, se muestran los valores calculados para estas medidas. 
 












Colesterol  0,9996 0,9992 2,7434 1,3865 0,2 0,5 197 
  
Como ya se ha dicho el valor de R
2
 se acerca a 1, lo que indica que la curva de calibración 
tiene correlación con una línea recta. 
 
La precisión del método es expresada por el porcentaje de desviación estándar relativa 
(%RSD), la cual indica que el método es reproducible, ya que el valor de %RSD es menor al 
2%. Valores de %RSD menores al 5% indican linealidad, precisión, y repetibilidad en los 
resultados y por lo tanto que el método es confiable para futuras determinaciones, [23]. 
 
El límite de detección es de 0,2 ppm, valor que es muy aceptable, ya que en la mayoría de 
los alimentos de interés el colesterol se encuentra en concentraciones superiores; además 
es LD es un parámetro exclusivamente cualitativo. El límite de cuantificación es de 0,5 ppm, 
que al igual que el LD es bajo y muy bueno, ya que como se dijo anteriormente el colesterol 
se encuentra en concentraciones superiores en la mayoría de alimentos de interés en le 
análisis. Con estos valores tan bajos se pueden evitar los falsos positivos y los falsos 
negativos, [3]. 
 
La sensibilidad del método se tomó como la pendiente de la curva de calibración con un 
valor de 197 área/ppm, el cual es un valor muy bueno, ya que entre mayor sea la pendiente 
mejor es la sensibilidad del método. 
 
7.4 ANÁLISIS MUESTRA REAL 
 
El análisis cromatográfico de las muestras analizadas, evidenció que el colesterol se 
encuentra con mayor concentración en el huevo, seguido del chicharrón (tanto crudo como 





Las muestras con menor contenido de colesterol fueron la leche descremada y 
semidescremada. Para el caso de la leche descremada se obtuvo que su contenido de 
colesterol en 0,5 g de muestra es de 2,2 ppm.  
En la tabla 10, se encuentran las muestras analizadas, los tiempos de retención, el área 
promedio de los picos y la concentración para cada una de ellas.  
 





















Leche entera cruda 14,2092 14,1706 14,1702 14,1833 0,1579 24,90 2747,9333 
Leche entera Colanta 6,2528 6,2896 6,2457 6,2457 0,3763 24,90 1221,8667 
Leche entera Alquería 7,1006 7,1779 7,1951 7,1951 0,7032 24,90 1403,1667 
Leche entera San 
Fernando 




3,3771 3,3720 3,3355 3,3355 0.3946 24,90 663,8 
Leche descremada 
Alpina 
2,1738 2,1774 2,1964 2,1964 0,5564 24,90 426,2333 
Kumis Colanta 5,1881 5,1581 5,1952 5,1805 0,3801 24,90 1005,3 
Queso Doble Crema 
Carrefour 
31,7606 31,8230 31,2767 31,6201 0,9457 24,90 6186,2000 
Mantequilla 16,1131 16,0090 15,9261 16,0161 0,5850 24,90 3119,2000 
Salchicha 26,5516 26,7577 26,6033 26,6375 0,4026 24,90 5193,8667 
Huevo 202,4350 203,1140 203,0027 202,8506 0,1795 24,90 90319,3667 
Chicharrón crudo 30,3965 30,2382 30,2102 30,2616 0,3317 24,90 5914,2 
Chicharrón frito 24,5999 24,4846 24,4952 24,5266 0,2598 24,90 4747,6333 
 
Como se puede observar en la tabla 10, la concentración de colesterol para las leches 
enteras analizadas varía un poco, esto debido a diversos factores, que incluyen el origen del 
producto (vaca), es decir la leche, hasta el tratamiento que sufre la misma. Además, se 
puede inferir que el conjuntos de datos anterior refleja la reproducibilidad del método, ya que 
el procedimiento fue realizado en diferentes días, pero usando los mismos materiales y 
equipos. Los porcentajes de desviación estándar relativa que se obtuvieron son muy 
buenos, ya que todos  dieron por debajo del 1%, lo que indica que el método es 





Como se puede observar en la tabla 10, el alimento con mayor contenido de colesterol fue el 
huevo con una concentración 92 mg de colesterol por cada 18 g de yema; debido a que la 
concentración en ppm (203 ppm) para el huevo se salía de la curva de calibración del 
método, se procedió a realizar otra que abarcara concentraciones mas elevadas, con el fin 
de minimizar errores a la hora de calcular la concentración de colesterol en alimentos como 
el huevo que presentan un contenido de colesterol elevado. 
 
La nueva curva se preparó inyectando en el cromatógrafo patrones que incluían las 
siguientes concentraciones: 50, 100, 200, 500 y 800 ppm. Esta curva de calibración 
presentó un coeficiente de correlación (R) de 0,9982 y un coeficiente de determinación (R2) 
de 0,9963, ambos valores son buenos e indican que la curva es confiable para realizar 
análisis de colesterol en alimentos con elevada concentración del mismo. A continuación se 
muestra la curva de calibración que cubre concentraciones de 50 ppm a 800 ppm. 
 
 
Figura 17. Curva de calibración 2 (50 ppm a 800 ppm) 
 
El límite de detección (LD) y limite de cuantificación (LC) para la curva 2 equivalen a 0,2120 
y 0,7068 respectivamente. Ambos valores son buenos, ya que no afectan determinaciones 
elevadas de colesterol en alimentos con alto contenido del mismo. 
En la tabla 11, se encuentran los datos por triplicado obtenidos para cada patrón de la curva 






















%  DESV. 
ESTÁNDAR 
(%RSD) 
1 50 24,904 15072 15072 15046 15059 0,1232 
2 100 24,904 33141 33117 33039 33099 0,1599 
3 200 24,904 73172 73148 73118 73146 0,0370 
4 500 24,904 207716 207969 207762 207816 0,0648 
5 800 24,904 371768 371080 371566 371472 0,0952 
 
De acuerdo a los datos de la tabla 11, se infiere que los datos son precisos y que el método 
es reproducible, aun para concentraciones elevadas, ya que se obtuvieron %RSD menores 
al 1%, lo que indica bien el grado de concordancia entre ensayos individuales cuando el 
método se aplica repetidamente, [24]. 
 
En las figuras 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,  29 y 30se muestran los 
cromatógramas obtenidos para cada una de las muestras en estudio. 
 















Figura 20. Cromatograma Leche entera 
Alquería 
 
Figura 22. Cromatograma Leche 
semidescremada y deslactosada Colanta  
 
Figura 24. Cromatograma Kumis Colanta 
 
Figura 21. Cromatograma Leche entera 
San Fernando  
 
Figura 23. Cromatograma Leche 
descremada Alpina 







Figura 26. Cromatograma Mantequilla 
 




Figura 27. Cromatograma Salchicha Zenú 
 
 
Figura 29. Cromatograma Chicharrón 
crudo





Como se esperaba el chicharrón frito presentó menos contenido de colesterol, ya que al 
pasar por el calentamiento y la cocción este pierde grasa dentro de la cual va incluida parte 
de colesterol. El chicharrón frito presentó una concentración de 69,6 mg de colesterol por 
cada 100 g de chicharrón y el crudo presentó una concentración de 83,5 mg de colesterol 
por cada 100 g. 
 
Con los datos obtenidos en los cromatogramas para todas las muestras, se dispuso a 
realizar el cálculo de colesterol presente en cada 100 g de muestra utilizada en el análisis, 
esto con el fin de observar si el etiquetado que trae cada muestra realmente evidencia la 
cantidad total de colesterol que contiene el producto y si los valores de colesterol en cada 
alimento se parecen a los reportados en la literatura. 
 
Para realizar el cálculo del contenido de colesterol por porción presente en cada una de las 
muestras, se utilizó la densidad de cada una (esta fue hallada para cada muestra en el 
laboratorio con ayuda de un picnómetro para las muestras líquidas y con probeta para las 
muestras sólidas). 
A continuación se encuentran los datos de colesterol reportados en la etiqueta de cada uno 
de los productos de análisis. 
 














Leche entera San Fernando 20 200 mL 1000 mL 
Leche entera Colanta 20 200 mL 1000 mL 
Leche entera Alquería 30 200 mL 1100 mL 
Leche Semidescremada y 
deslactosada Colanta 
10 200 mL 1100 mL 
Leche Descremada Alpina 0 250 mL 1000 mL 
Kumis Colanta 26 200 g 200 g 
Queso doble crema 20 25 g 2,5 K 













Leche entera cruda 1,0948 1,0945 1,0947 1,0947 0,0144 
Leche entera San 
Fernando 
1,1035 1,1030 1,1032 1,1032 0,0231 
Leche entera Colanta 1,1024 1,1023 1,1024 1,1024 0,0064 
Leche entera Alquería 1,1044 1,1045 1,1042 1,1044 0,0143 
Leche Semidescremada y 
deslactosada Colanta 
1,1115 1,1112 1,1116 1,1114 0,0191 
Leche Descremada Alpina 1,1191 1,1189 1,1190 1,1190 0,0089 
Kumis Colanta 1,1210 1,1202 1,1207 1,1206 0,0362 
Queso doble crema 1,3930 1,4005 1,3982 1,3972 0,3773 
Salchicha Zenú 0,7123 0,7120 0,7124 0,7122 0,0298 
Mantequilla 0,6249 0,6250 0,6247 0,6249 0,0253 
 
Los cálculos utilizados para la determinación del contenido de colesterol presente en cada 
100 g de  producto, se encuentra a continuación. 
 











































Teniendo en cuenta la concentración obtenida por medio del cromatógrafo para la leche 
entera Colanta, el volumen de extracción y la masa pesada de muestra, se calculan los mg 






















Con base en lo anterior se infiere que el valor reportado en el etiquetado de la leche entera 
Colanta es erróneo, ya que al realizar el análisis de contenido de colesterol en la muestra se 
obtuvo que por cada 100 g del producto hay 17 mg  de colesterol, valor que es muy cercano 
al reportado en la literatura. Este valor puede ser diferente debido a que la muestra que se 
analizó no es la misma a la que el productor realizó el análisis, y entre muestra y muestra se 
encuentran variaciones. Por lo tanto se infiere que el contenido de colesterol presente en la 
leche entera Colanta es superior al reportado por su fabricante.  
 
Los cálculos realizados anteriormente para la leche entera Colanta, se realizaron también 
para todas las muestras analizadas, estos datos se encuentran reportados en la tabla 14. 
 







POR CADA  










100 g  
 (LITERATURA)  
Leche entera San 
Fernando 
9,0 15,6 16,5 
Leche entera Colanta 9,1 17,2 16,5 













POR CADA  










100 g  
 (LITERATURA)  
Leche Semidescremada 









0,0 6,4 3,00 
Kumis Colanta 11,6 14,9 12,0 
Queso doble crema 80,0 86,1 98,0 
Salchicha Zenú 60,0 76,5 72,0 
Mantequilla ------- 45,8 50,0 
Chicharrón crudo ------- 83,5 86,0 
Chicharrón frito ------- 69,6 68 – 73 
Huevo  ------- 510,6 500,0 
Leche cruda ------- 41,1 40,0 
 
En general con los datos de la tabla 14, se infiere que el método de extracción empleado es 
bueno y efectivo, aunque los valores obtenidos experimentalmente en la mayoría de los 
casos son muy cercanos a los de la literatura, en algunas muestras dieron algo lejanos, 
estos se puede deber a que la muestras provienen de diferentes fabricantes, y que su 
contenido de colesterol varía según el animal del que provienen, igual sucede con todas las 
muestras, aunque cabe recalcar que comparando los valores obtenidos para las leches 
enteras tratadas experimentalmente con los de la literatura y los de la etiqueta hay gran 
diferencia, lo que se puede deber al tratamiento térmico que sufre cada una de ellas. 
 
Mediante el análisis realizado a las diferentes muestras, se logró evidenciar que el huevo 
(yema) es un alimento rico en colesterol, por lo tanto su consumo debe ser moderado, 
además que la leche descremada es el alimento lácteo con menor contenido de colesterol 
de 6,4 mg por cada 100 g. Se logró demostrar que la leche entera contiene mayor contenido 
de colesterol que la semidescremada y que esta  a la vez contiene más colesterol que la 





descremada, y a la vez la leche entera contiene un 63,7% más de colesterol que la leche 
descremada. 
 
7.5 VERIFICACIÓN DEL MÉTODO 
 
Para lograr la verificación del método, es decir verificar y confirmar que los resultados 
producidos por el método son confiables se analizaron los siguientes parámetros: 
 Linealidad 
 Precisión (Expresada como porcentaje de desviación estándar relativa) 
 Exactitud (Expresada como porcentaje de error) 
 Limite de detección (LD) y limite de cuantificación (LC) 




La linealidad de un método analítico se refiere a la proporcionalidad entre la concentración 
del analito y su respuesta, [20].  
Los resultados obtenidos para la medición de la linealidad se encuentran en la tabla 15. 
 


















1 5 984 981 983 982,6667 0,1554 
2 15 2964 2959 2962 2961,6667 0,0850 
3 20 3992 3999 4000 3997,0000 0,1091 
4 30 6014 6010 6012 6012,0000 0,0333 
5 40 7910 7912 7907 7909,6667 0,0318 
6 50 9659 9661 9661 9660,3333 0,0119 
 
La ecuación de la recta, el coeficiente de correlación (R) y el coeficiente de determinación 







Con los valores enunciados anteriormente, se infiere que la linealidad del método es muy 
buena, debido a que el R es muy próximo a 1 y el R
2
 también es alto. Con estos datos se 
comprueba mediante la verificación que los valores obtenidos en la estandarización del 
método son confiables y reproducibles. Para confirmar la linealidad del método se realizó un 
test estadístico, en el cual se calcula tr con n-2 grados de libertad y se compara con el valor 
de t tabulado para el nivel de confianza requerido. En este caso, la hipótesis nula  (Ho) es la 
no correlación entre x y y. Si el valor observado de tr es mayor que ttabla, se rechaza la 
hipótesis, siendo la correlación lineal significativa con la probabilidad calculada, [24]. 
 







En la tabla 16, se encuentran los valores de t para diferentes niveles de confianza.  
 
Tabla 16. Distribución de t para diferentes niveles de confianza, [24] 
  
 
De acuerdo con los valores de la tabla anterior, el valor ttabla para un nivel de confianza del 












































entre x y y 
 
Como se indico en la tabla anterior, la hipótesis nula es falsa, debido a que el valor de t 
calculado es mayor al valor de t de la tabla, para 4 grados de libertad y un nivel de confianza 
del 99%, lo que significa que la linealidad del método es buena y que hay buena correlación 
entre x y y. 
 
7.5.2 Límite de detección (LD) Y Límite de cuantificación (LC) 
 
Como se menciono unos párrafos arriba, tanto el límite de detección (LD) como el de 
cuantificación (LC) se calcularon utilizando la ecuación de la recta, los valores de estos 
límites son 0,2134 ppm y 0,7113 ppm respectivamente. Ambos valores son muy buenos, ya 




La precisión está relacionada con la dispersión de las medidas alrededor de su valor medio 
o central. La precisión se expresa matemáticamente como la desviación estándar (SD) o 
más comúnmente como el porcentaje de desviación estándar relativa (%RSD) o coeficiente 
de variación (%CV), [24]. 
La precisión de un método está sumamente relacionada con la repetibilidad y la 
reproducibilidad. 
 
Para el conjunto de datos obtenidos, se calculó la media (X), y porcentaje de desviación 






Tabla 18. Datos obtenidos para la medición de la repetibilidad 
 







1 984 986 983 984 0,1552 5 
2 4000 3995 3992 3996 0,1011 20 









6,2520 6,2499 6,2503 6,3 0,0178 1224,3 
Leche entera 
Alquería 
7,0998 7,1242 7,1132 7,1 0,1718 1402,5 
 
 
Tabla 19. Datos obtenidos para la medición de la repetibilidad intermedia 
 







1 982 986 984 984 0,2033 5 
2 3996 4001 3990 3995 0,1378 20 









6,2420 6,2489 6,2403 6,2 0,0730 1223,9 
Leche entera 
Alquería 












Tabla 20. Datos obtenidos para la medición de la reproducibilidad 
 







1 983 987 986 985 0,2113 5 
2 3995 4005 3992 3997 0,1703 20 









6,2434 6,2476 6,2454 6,2 0,0336 1222,9 
Leche entera 
Alquería 
7,1089 7,1198 7,1087 7,1 0,0893 1408,2 
 
De acuerdo a los datos reportados en la tabla 18, 19 y 20, se deduce por medio de la 
verificación que los resultados obtenidos en la estandarización son confiables, repetibles y 
reproducibles, ya que la dispersión entre los datos es pequeña, y el porcentaje de 




La exactitud de un procedimiento analítico expresa la proximidad entre el valor que es 
aceptado convencionalmente como valor verdadero o un valor de referencia y el valor 
experimental encontrado, (3). 
 















1 5,0735 5,0265 5,0228 5,0 0,5607 5 
2 30,8031 30,8065 30,6335 30,7 0,3217 30 



























ERROR (%E)  
1 5,0409 5 0,8180 
2 30,7477 30 2,4923 
3 49,4967 50 1,0066 
 
La exactitud del método evaluado es buena, ya que los datos de porcentaje de error (%) 
expresados en la tabla 19 son menores al 5%, lo que indica que el método es bueno y tiene 
buena proximidad con los valores reales. 
 
7.5.5 Porcentaje de recuperación 
 
Los datos obtenidos para conocer el porcentaje de recuperación del método son los 
siguientes. 
 











20 3991 4002 3998 7634 7633 7630 3231,2 3253,1 3243,2 
30 6014 6016 6012 9422 9430 9426 3220,5 3225,1 3231,2 
40 7913 7910 7914 12345 12350 12347 3224,2 3226,4 3227,3 
 











En la tabla 24, se encuentran los datos de media, %RSD y %R, para los datos de la tabla 
23. 
 

















20 3997 7632 3243 0,1393 0,0273 0,3387 109,8 
30 6014 9426 3226 0,0333 0,0424 0,1671 103,1 
50 7912 12347 3226 0,0268 0,0206 0,0883 115,3 
 MEDIA 109,4 
 
Para el método en estudio se estableció que intervalo de porcentaje de recuperación (%R) 
aceptable está entre el 90 y el 110%, por lo tanto se deduce que el método de extracción es 
bueno ya que el porcentaje de recuperación promedio dio de 109,4%, valor que es muy 
significativo.  
 
En la tabla 25 se encuentran los parámetros medidos para la verificación del método y los 
valores establecidos para comparar los obtenidos y comprobar si el método tenia validez y 
era confiable. 
 
Tabla 25. Parámetros medidos y valores a los cuales fueron referidos los obtenidos 
 
PARÁMETRO EXPRESADO EN VALORES DE 
REFERENCIA 
Linealidad Coeficiente de 
correlación 
0,999 
Precisión % de desviación 
estándar relativa 





Continuación tabla 25. 
 
PARÁMETRO EXPRESADO EN VALORES DE 
REFERENCIA 
Exactitud % de error ≤ 5 % 
Porcentaje de 
recuperación 
% de recuperación 90% -110% 
 
Con los datos obtenidos durante la verificación del método y comparando con lo valores de 
referencia, se logró comprobar que los resultados obtenidos en la estandarización del 
método son buenos, confiables, exactos, precisos, y reproducibles, y que el método 
proporciona valores buenos para el análisis de colesterol en leche, derivados lácteos, y otros 
alimentos por cromatografía de gases. 
 
En los anexos 1 y 2 se encuentran el instructivo para la determinación de colesterol en leche 
y derivados de la misma por cromatografía de gases – FID, y el instructivo para realizar los 
reportes de verificación para dicha determinación, estos se realizaron con el fin de 
proporcionar una herramienta eficaz y práctica al Laboratorio de Análisis de Aguas y 
Alimentos de la Universidad Tecnológica de Pereira. 
 
7.6 INTERFERENCIAS  
 
Las interferencias pueden originarse tanto en la fase preanalítica como en la fase analítica 
del análisis, [24]. 
 
A continuación se nombran algunas etapas en las cuales se puede producir interferencias 
preanalíticas: al momento de tratar la muestra, cuando la conservación de la muestra no se 
hace ha temperaturas adecuadas, al momento de la extracción. Estas interferencias se 
pueden minimizar o controlar, capacitando al personal que tiene contacto con la muestra, 
minimizando el tiempo de tratamiento de la muestra (teniendo en cuenta la vida útil del 
producto) y cuidando exhaustivamente el proceso de extracción de la muestra. El analista 
debe mantener la muestra en las condiciones adecuadas de conservación, no exponerla a 






Al realizarse la extracción, los reactivos deben cumplir con las especificaciones del análisis, 
es decir tener buena calidad y pureza, en el caso de ser solvente reutilizado, previamente 
debe ser procesado para eliminar los contaminantes. El hexano utilizado al momento de la 
extracción debe ser grado cromatográfico, debido a que este es el paso inmediatamente 
anterior al la inyección en el cromatógrafo. 
Las interferencias analíticas que se pueden presentar son: interferencias que cambian la 
concentración del analito o interferencias que afectan el equipo o sus componentes. 
Las interferencias que cambian la concentración del analito, son difíciles de controlar ya que 
dependen del buen tratamiento que de el analista a la muestra. Las interferencias que 
pueden afectar el equipo o sus componentes, se controlan a partir de la extracción de las 
muestras  ya que se trata con hexano la muestra para extraerla totalmente y se centrifuga 
para eliminar partículas que puedan afectar el equipo u obstruir la columna del cromatógrafo 
de gases. 
 
7.7 COSTOS DEL ANÁLISIS 
 
Al realizar el cálculo de cuánto costaría un análisis de colesterol por cromatografía de gases 
– FID en leche y derivados de la misma, se deben tener en cuenta los costos directos. Estos 
costos corresponden a los costos de personal, reactivos, y uso de equipos.  
  
Tabla 26. Costos para el análisis de una muestra 
 









Hexano grado HPLC 4.400 
Metanol grado HPLC 3.000 
Hidróxido de potasio 3.000 
Vial de 2 mL 2.800 







Con la estandarización de la técnica, la universidad tecnológica de Pereira tiene una 
herramienta actual, efectiva, práctica y económica para realizar análisis de colesterol en 
alimentos por cromatografía de gases – FID, logrando resultados confiables, repetibles y 
reproducibles. 
 
7.8 COSTO DEL PROYECTO 
 
El análisis de colesterol en leche y derivados lácteos, así como para otras muestras por 
cromatografía de gases – FID generó un costo de 2’212.000 pesos a la universidad 
tecnológica de Pereira; es importante recordar que este valor incluye los reactivos y el uso 
del cromatógrafo (costo dentro del cual se incluye los gases utilizados para la operación del 
equipo, la columna, los detectores, el autoinyector, etc.), en este valor no se tiene en cuenta 
el tiempo del analista, ya que el análisis fue realizado por las autoras para optar al titulo de 





























 Se estandarizó la técnica de cromatografía de gases, utilizando detector de ionización de 
llama (FID) para la identificación y cuantificación de colesterol en leche, derivados de la 
misma y otros alimentos. 
 
 La técnica de cromatografía de gases con detector de ionización de llama (FID), para el 
análisis de colesterol presentó muy buenos resultados para los parámetros estadísticos 
necesarios para la cuantificación del mismo; con un coeficiente de determinación (R 2) 
cercano a uno de 0,9992, lo que indica muy buena linealidad, y que el método es 
confiable, por lo tanto el método ofrece resultados directamente proporcionales a la 
concentración del analito en estudio. 
 
 Los limites de detección (LD) y de cuantificación (LC) expresaron valores muy pequeños 
de 0,1534 ppm y 0,5116 ppm respectivamente, estos valores son muy buenos ya que 
permiten un adecuado nivel de cuantificación de colesterol en alimentos, en muestran 
con bajo nivel y alto nivel de colesterol, sin reportar falsos positivos y falsos negativos. 
 
 El análisis realizado a las diferentes muestras, reportó que el huevo (yema) es el 
alimento de mayor contenido de colesterol con 511 mg por cada 100 g lo que indica que 
en una yema hay 92 mg de colesterol por cada 18 g de yema, seguido del queso doble 
crema con 86 mg de colesterol por 100 g.  
 
 La muestra con menor contenido de colesterol fue la leche descremada que presentó 6,4 
mg de colesterol por cada 100 gramos. 
 
 La estandarización realizada a la técnica de cromatografía de gases con detector FID, 
aporta una herramienta de análisis con la cual se pueden obtener resultados confiables, 
reproducibles y repetibles, la cual es necesaria en el eje cafetero y en la universidad 






 Se realizó la verificación del método para determinar colesterol por cromatografía de 
gases utilizando el detector de ionización de llama (FID), para verificar si los datos 
obtenidos mediante la estandarización eran confiables, repetibles y reproducibles. 
 
 El método para determinar colesterol por cromatografía de gases –FID presentó muy 
buenos resultados durante la verificación, expresando así que los datos obtenidos 
durante la determinación y la estandarización eran buenos, y que el método era exacto, 
confiable, preciso y reproducible. 
 
 Durante la determinación de colesterol en leche y derivados de la leche, se obtuvieron 
porcentajes de desviación estándar relativa (%RSD) menores al 1% entre las corridas de 
cada patrón y las de las muestras, lo que es muy buen indicativo de que el método es 
preciso y repetible. 
 
 El método de extracción de colesterol Fletouris, resultó muy efectivo ya que presentó un 




























 Construir una curva de calibración que comprenda otro rango de concentraciones y 
estandarizarla, con el fin de realizar el análisis en alimentos con contenido de colesterol 
alto. 
 
 Realizar la validación del método, teniendo en cuenta la confirmación de los parámetros 
estadísticos (exactitud, precisión, límite de detección, linealidad, límite de cuantificación, 
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Anexo 1. Instructivo para la determinación de colesterol en leche y derivados lácteos, 
así como para otras muestras, por cromatografía de gases – FID 
 
Establecer el procedimiento para determinar y cuantificar colesterol por cromatografía de 
gases – FID, para el Laboratorio de Análisis de Aguas y Alimentos de la Universidad 
Tecnológica de Pereira, el cual aplica leche (cruda o que ha sufrido procesos industriales) y 




Las concentraciones elevadas de colesterol en la sangre representan un factor de riesgo 
para la salud ya que junto con otros lípidos puede depositarse en las paredes internas de las 
arterias, bloqueándolas, y llegar a ocasionar accidentes cardiovasculares como el infarto de 
miocardio. Es por esto que representa una gran preocupación para el ser humano. El 
colesterol también permite disfrutar de hormonas sexuales, tener huesos bien calcificados, 
poder digerir las grasas, resistir las infecciones y la fatiga nerviosa, reparar nuestras células 
dañadas y regular el nivel de azúcar en la sangre, entre otros beneficios. 
 
El colesterol es una sustancia indispensable para el buen funcionamiento de nuestro 
organismo, por lo que no se debe de dejar de consumir en su totalidad.  
 
El riesgo de desarrollar enfermedades cardíacas por concentraciones altas de colesterol es 
la situación que realza importancia a la determinación del colesterol en alimentos de origen 
animal, como la leche y sus derivados. La determinación del contenido de colesterol en 
alimentos ha sido tema de investigación extensa. Se han realizado varios estudios y en 
muchos de los casos los pasos son muy laboriosos, costosos, las muestras suelen ser muy 
grandes y los procedimientos aburridos. Por esta razón se ha popularizado la detección y 
cuantificación de colesterol por cromatografía de gases, método rápido y confiable para la 







2. INFORMACIÓN ANTES DE INICIAR EL PROCESO 
 
2.1 Interferencias 
Las interferencias pueden originarse tanto en la fase preanalítica como en la fase analítica 
del análisis. 
Las interferencias preanalíticas se pueden presentar al tratar las muestras, al conservarlas, 
o al momento de la extracción. Estas interferencias se eliminan o controlan capacitando 
excelentemente al personal que tiene contacto con al muestra y cuidando exhaustivamente 
el proceso de extracción de las muestras. 
Las interferencias analíticas que se pueden presentar son: interferencias que cambian la 
concentración del analito o interferencias que afectan el equipo o sus componentes. Las 
interferencias que cambian la concentración del analito, son difíciles de controlar ya que 
dependen del buen tratamiento que de el analista a la muestra. Las interferencias que 
pueden afectar el equipo o sus componentes, se controlan a partir de la extracción de las 
muestras.   
 
2.2 Solventes y material utilizado 
 
MATERIAL CANTIDAD 
Balón volumétrico de 10 mL 5 
Balón volumétrico de 50 mL 1 
Balón volumétrico de 100 mL 1 
Pipeta graduada de 10 mL 3 
Viales 50 
Vidrio de reloj 1 




Baño maría 1 
Cromatógrafo de gases 1 
 
REACTIVOS CANTIDAD 
Metanol grado HPLC 1500 mL 
Hexano grado HPLC 1500 mL 
Colesterol grado GC 25 g 
Agua destilada 1000 mL 







3. NORMAS DE SEGURIDAD Y PRECAUCIONES 
 
Utilizar guantes y protección facial al manipular los reactivos, para evitar accidentes, en caso 
de accidente seguir el procedimiento descrito en el Manual de Higiene y Seguridad Industrial 
123-INT-LAA-018. 
Durante la extracción, verificar que la fase de interés obtenida al final, no contenga agua, ya 
que esta puede dañar el cromatógrafo de gases. 
 
4. PROCEDIMIENTO  
 
4.1 Obtención de las muestras 
Estas serán obtenidas en los supermercados del eje cafetero y sus alrededores, y las no 
tratadas como la leche cruda y la mantequilla, en fincas de la región.  
  
4.2 Preparación de reactivos 
































Aforar con metanol 























4.4 Estandarización del Método 
Con base en la curva de calibración del colesterol, se calculan los datos estadísticos 
necesarios para la estandarización. Estos datos son: 
R: Coeficiente de correlación 
R
2
: Coeficiente de determinación 
SD: Desviación estándar 
%RSD: Porcentaje desviación estándar relativa 
LD: Limite de detección 
LC: Limite de cuantificación 
 
Los parámetros R, R2, SD y RSD, son suministrados por el software con el cual se maneja el 
cromatógrafo. El límite de detección (LD) y el límite de cuantificación (LC) se calculan a 








0,05 g de 
Colesterol y aforar 
a  100 mL 
 
De la solución 
anterior  tomar 5 
mL y se llevarlos a 
50 mL (Patrón 50 
ppm) 
 
A partir del patrón 
de 50 ppm, se 
realizan diluciones 
sucesivas para 
preparar los demás 
patrones 
 
De la solución 
anterior se toman 
5 mL y se llevan a 
50 mL (Patrón 50 
ppm) 
 
 Patrón 40 ppm: 8 mL se llevan a 10 
mL 
 Patrón 30 ppm: 6 mL se llevan a 10 
mL 
 Patrón 20 ppm: 4 mL se llevan a 10 
mL 
 Patrón de 15 ppm: 3 mL se llevan a 
10 mL 
 Patrón de 5 ppm: 1 mL se llevo a 
10 mL 
Se inyecta en el 
cromatógrafo de a 1 



















4.5 Extracción muestras 


















Por último se mide la densidad a cada una de las muestras, necesaria para cálculos 
posteriores. 
Pesar 0,5 g de 




Adicionar 14 mL de 
solución de KOH 
metanólica 1M 
Agitar en el vortex 
durante 15 segundos 
La mitad del tubo 
después de ser agitado 
se sumerge en baño 
maría a 60 ºC por un 
tiempo de 15 minutos 
El tubo es retirado del baño maría 
cada 5 minutos y agitado por 10 
segundos. Se deja enfriar y se 
adicionan 3 mL de agua y 14 de 
hexano, se agita y se llevo a la 
centrifuga durante 1 minuto a 2000 
revoluciones por minuto 
Se inyecta en el 
cromatógrafo de a 1 
µL de cada patrón 
 
Se toma la fase de interés y se mide 
el volumen de la misma, por último 
se lleva al cromatógrafo en un vial 
para su inyección 
 
Determinación 
de la pendiente 




Se obtiene otra curva de calibración, inyectando 
cada punto por triplicado, pero en este caso solo se 
corren los patrones de menor concentración de 
analito, determinándose la ecuación de esta nueva 
curva de calibración y se extrapola la respuesta a 
concentración cero, obteniéndose un estimado de la 
respuesta del blanco Ybl 
Se determina la desviación estándar 
perteneciente a cada concentración del punto 
2, se calcula la recta correspondiente a 
concentración Vs desviación estándar (SD) y 
se extrapola como en el caso anterior la 
desviación estándar a concentración cero, 
obteniéndose el estimado SDbl, 
correspondiente a la desviación estándar del 
blanco 
 
Se calcula el límite de 
detección (3 veces 
desviación estándar 
del blanco) y el límite 
de cuantificación (10 
veces desviación 






4.6 Condiciones de operación del cromatógrafo de gases 
Las condiciones de operación para realizar un óptimo y apropiado análisis de la 
concentración de colesterol en leche y algunos derivados por medio del cromatógrafo de 
gases, se indican a continuación: 
Temperatura del inyector: 310 ºC 
Modo de inyección: Split  
Volumen de inyección: 1,0 µL 
Razón de split: 10,0 
Presión: 225,2 Kpa 
Flujo total: 29,0 mL/min 
Flujo en la columna: 2,55 mL/min 
Velocidad lineal del gas: 53,7 cm/seg 
La programación de la temperatura del horno se encuentra en la tabla 2.  
 









----- 150 2 
8 300 6 
 
 
Rampa de calentamiento del horno  
4.7 Análisis de muestra real 
Después de que la técnica es estandarizada, y las muestras son extraídas, se realiza el 
















5. RESULTADOS Y ANÁLISIS 
 
5.1 Condiciones de operación del cromatógrafo de gases 
Con las condiciones de operación ya establecidas se corre el patrón de mayor 
concentración, con el fin de establecer a que tiempo sale el pico del colesterol, lo que 
permitirá el análisis de las muestras. En una tabla se reportan la siguiente información: 




NOMBRE TIEMPO DE 
RETENCIÓN 
ÁREA 
    
    
 
Además se deben incluir los cromatógramas del blanco y del patrón de concentración 
superior, obtenidos después de la inyectada en el equipo de los mismos. 
 
5.2 Construcción de la curva de calibración 
Con la corrida de cada uno de los patrones por triplicado y se realiza la curva de calibración 
y se obtiene la ecuación de la recta, el coeficiente de correlación y el de determinación.  




Se dispone en 
viales de  a 1 
mL de cada 
muestra 
Se inyecta 1 µL de 
cada muestra en el 
cromatógrafo 
Las condiciones de operación para el 
análisis de cada muestra son las 
mismas empleadas para el análisis 










ÁREA MEDIA %  DESV. 
ESTÁNDAR 
(%RSD) 
1        
2        
3        
4        
5        
6        
 
Además se agregar la curva de calibración. Los porcentajes de desviación estándar relativa, 
la desviación estándar y la media se calculan empleando las siguientes formulas: 
 










Xi: Valor medido en el ensayo i 
X: Media aritmética o poblacional 
n: Numero de medidas realizadas 
 














SD: Desviación estándar 
Xi: Valor medido en el ensayo i 
X: Media aritmética o poblacional 
















%RSD: Porcentaje desviación estándar relativa 
SD: Desviación estándar 
X: Media aritmética o poblacional 
 
Nota: Las formulas mencionadas anteriormente se emplean para el calculo de todas las 
medias, desviaciones estándar y porcentajes de desviación estándar relativa.  
 
5.4 Estandarización del método 
Se debe reportar la ecuación de la recta y=mX+b 
El coeficiente de correlación, el de determinación, la desviación estándar, el porcentaje de 
desviación estándar, el límite de detección, el de cuantificación y la sensibilidad se reportan 












Colesterol         
 
Después de reportar los datos se debe realizar un breve análisis de los resultados 
obtenidos. 
 
5.5 Análisis muestra real 
Se reportan los datos obtenidos para cada una de las muestras en una tabla, la cual debe 
incluir el porcentaje de desviación estándar relativa. Además los cromatógramas obtenidos 

























      
 
También se deberá incluir una tabla donde se reporten los datos de colesterol reportados en 
el etiquetado de cada muestra, una de las densidades medidas y otra donde se comparen 
los datos de la etiqueta con los experimentales y los de la literatura. Con base en los datos 
reportados en esta última tabla, se realiza el análisis necesario. 
 










    
    
    
    
 
Tabla con datos de densidad. 
 
MUESTRA DENSIDAD (g/mL) MEDIA %RSD 
      
      
      
      
      
 
Tabla con datos de mg de colesterol por cada 100 g de alimento experimentales, del 













POR CADA  










100 g  
 (LITERATURA)  
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Anexo 2. Instructivo para el registro de datos obtenidos para la verificación de la 






1. MATERIALES Y REACTIVOS 
 
MATERIAL CANTIDAD 
Balón volumétrico de 10 mL 5 
Balón volumétrico de 50 mL 1 
Balón volumétrico de 100 mL 1 
Pipeta graduada de 10 mL 3 
Viales 50 
Vidrio de reloj 1 




Baño maría 1 
Cromatógrafo de gases 1 
 
REACTIVOS CANTIDAD 
Metanol grado HPLC 1500 mL 
Hexano grado HPLC 1500 mL 
Colesterol grado GC 25 g 
Agua destilada 1000 mL 
Hidróxido de potasio 50 g 
 
2. PREPARACIÓN DE SOLUCIONES 
 
2.1 Patrones 
Se preparan a partir de un estándar de colesterol al 95% GC, marca sigma. Se aforan con 
hexano grado HPLC. 
 
2.2 Solución de KOH metanólica 1 M 
Esta solución es necesaria en el proceso de extracción de las muestras, cuando se va a 




Día Mes Año 
 





Se prepara a partir de KOH solido y se afora hasta el volumen deseado con metanol grado 
HPLC. Para cada muestra se necesitan 14 mL de esta solución. 
 
3. EXTRACCIÓN DE LAS MUESTRAS 
 





















Al realizar la verificación del método se deben tener en cuenta la evaluación de los 
siguientes parámetros: Linealidad, exactitud, precisión, límite de detección (LD), limite de 
cuantificación (LC) y el porcentaje de recuperación (Interpretado también como 
selectividad/especificidad del método).  
 
4.1 Mediciones realizadas 
 
4.1.1 Linealidad 
Pesar 0,5 g de 




Adicionar 14 mL de 
solución de KOH 
metanólica 1M 
Agitar en el vortex 
durante 15 segundos 
La mitad del tubo 
después de ser agitado se 
sumerge en baño maría a 
60 ºC por un tiempo de 
15 minutos 
El tubo es retirado del baño maría 
cada 5 minutos y agitado por 10 
segundos. Se deja enfriar y se 
adicionan 3 mL de agua y 14 de 
hexano, se agita y se llevo a la 
centrifuga durante 1 minuto a 2000 
revoluciones por minuto 
Se inyecta en el 
cromatógrafo de a 1 
µL de cada patrón 
 
Se toma la fase de interés y se mide 
el volumen de la misma, por último 
se lleva al cromatógrafo en un vial 






Se  determina preparando una serie de diluciones a partir de un estándar y se corren por 
triplicado, con base en estos datos se construye la curva de calibración y se determina la 
ecuación de la recta y = m x + b. 
4.1.2 Limite de detección (LD) y limite de cuantificación (LC) 
Se establecen con base en la ecuación de la curva de calibración. Deben ser pequeños para 
que interfieran en el análisis de las muestras. 
 
4.1.3 Precisión 
Para la determinación de este parámetro se realiza el siguiente procedimiento: 
Repetibilidad: Se realizan tres replicas de cada estándar (Concentración baja, media y alta) 
y de dos muestras durante un día. 
Repetibilidad intermedia: Se efectúa la lectura de cada patrón  (Concentración baja, media 
y alta) y de dos muestras, tres veces al día. 
Reproducibilidad: Se corren los patrones (Concentración baja, media y alta) y dos 
muestras, tres veces al día durante un día. 
 
4.1.4 Exactitud 
Para calcular la exactitud se realizan tres replicas de cada estándar, durante un día (3 
concentraciones diferentes), al final se obtienen 3 datos por cada estándar. 
 
4.1.5 Porcentaje de Recuperación 
El porcentaje de recuperación (%R) del método se calcula con base en la adición de un 
estándar (Tres estándares de concentración diferente conocida) a una muestra de 
concentración conocida. 
 
A una muestra de kumis de concentración conocida, se adicionan respectivamente 
estándares de 20 ppm, 30 ppm y 50 ppm y se realizan tres corridas para cada uno.  
 
5. RESULTADOS Y ANÁLISIS 
 
5.1 Linealidad 







Datos obtenidos para cada patrón 
PATRÓN CONC. 
 (ppm) 




1       
2       
3       
4       
5       
6       
 
Con los datos reportados en la tabla se obtiene la curva de calibración, la cual debe ser 
ilustrada, además de la ecuación de la recta, el coeficiente de correlación y el de 
determinación. Con los valores anteriores se realiza análisis de la linealidad y se para 
comprobar si este es verdaderamente optimo, se confirma la linealidad con un test 
estadístico, en el cual se calcula tr con n-2 grados de libertad y se compara con el valor de t 
tabulado para el nivel de confianza requerido. En este caso, la hipótesis nula  (Ho) es la no 
correlación entre x y y. Si el valor observado de tr es mayor que ttabla, se rechaza la hipótesis, 
siendo la correlación lineal significativa con la probabilidad calculada, [20].  
 

























RECHAZO DE Ho 
Tcal ≥ Ttabla  
    Existe correlación 






5.2 Límite de detección (LD) y límite de cuantificación (LC) 
Se reporta los valores de LC y LD obtenidos mediante la ecuación de la curva de calibración 
y se analiza si son buenos y apropiados para el análisis. 
 
5.3 Precisión 
La precisión se expresa matemáticamente como la desviación estándar (SD) o más 
comúnmente como el porcentaje de desviación estándar relativa (%RSD) o coeficiente de 
variación (%CV). 
Para el conjunto de datos obtenidos, se calcula la media (X), y porcentaje de  desviación 
estándar relativa (%RSD). 
 
Datos obtenidos para la medición de la repetibilidad 
 
PATRÓN ÁREA  
 
MEDIA %RSD CONC. 
(ppm) 
1       
2       
3       
MUESTRA CONCENTRACIÓN 
(ppm) 
MEDIA %RSD ÁREA 
PROMEDIO 
       
       
 
Datos obtenidos para la medición de la repetibilidad intermedia  
 
PATRÓN ÁREA  
 
MEDIA %RSD CONC. 
(ppm) 
1       
2       
3       
MUESTRA CONCENTRACIÓN 
(ppm) 
MEDIA %RSD ÁREA 
PROMEDIO 
       






Datos obtenidos para la medición de la reproducibilidad 
 
PATRÓN ÁREA  
 
MEDIA %RSD CONC. 
(ppm) 
1       
2       
3       
MUESTRA CONCENTRACIÓN 
(ppm) 
MEDIA %RSD ÁREA 
PROMEDIO 
       
       
 
De acuerdo a los datos reportados en las tablas anteriores, se deduce si los resultados 
obtenidos son confiables, repetibles y reproducibles, se debe tener en cuenta que el 
porcentaje de desviación estándar relativa debe ser menor o igual al 1%, y por lo tanto la 


















1       
2       
3       
 



























ERROR (%E)  
1    
2    
3    
 
Se evalúa la exactitud del método observando que los valores de porcentaje de error 
obtenidos sean menores al 5%. 
 
5.5 Porcentaje de recuperación 
Los datos obtenidos para conocer el porcentaje de recuperación del método son los 
siguientes. 
  







ÁREA CON ADICIÓN ÁREA MUESTRA 
SIN ADICIÓN 
20          
30          
40          
 







En la tabla que se encuentra a continuación, se encuentran los datos de media, %RSD y 
























20        
30        
50        
 MEDIA  
 
El porcentaje de recuperación del método debe estar entre el 90% y el 110%, para que sea 
bueno y favorable para la determinación de colesterol en leche y derivados lácteos por 
cromatografía de gases – FID. 
Con base en el valor del porcentaje de recuperación se debe establecer si el método de 




PARÁMETRO EXPRESADO EN DATOS OBTENIDOS REFERIDOS A 
Linealidad Coeficiente de 
correlación 
 0,999 – 1,000 
Exactitud % de error  ≤ 5% 
Precisión % de desviación 
estándar relativa 
 ≤ 1% 
Limite de detección mg/L  ≤ 1 mg/L 
Porcentaje de 
recuperación 













A continuación se anexan los cromatógramas de cada una de las corridas realizadas para 
los patrones y las muestras. 
 















































































































































































































































































































































































































Anexo 25. Cromatógramas obtenidos para el patrón de 800 ppm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
